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Zusammenfassung 



Beschrieben werden cysteinhaltige Peptide der Staiktur 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXXGXXXCXCXXXXXXXCXXXXXX, der Struktur 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXXCXXXXXX und der Struktur 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX, wobel X 
unabhSnglg voneinander jede beliebige natQrIich vorkommende Aminosaure darstellt. 



Fig. 1 



Peptide mit hohem Cysteingehalt 



Technisches Gebiet 

Die yorliegende Erfindung betrifft Peptide mit hohem Cysteingehalt, 
Nukleinsauresequenzen^ die diese Peptide codieren, und Vektoren, die diese Sequenzen 
umfassen. • 

Stand der Technik 

I- 

AIs Pathogen wird ein Mikroorganismus (Bakterium, Virus. Hefe, etc.) oder ein 
Qbertragbares Agens (Toxin, etc.) bezeichnet, das eine Krankhert oder eine symptomjose 
Infektion eines pflanzlichen, tierischen oder menschlichen Organlsmus verursachen kann. 
Im weiteren Sinne werden auch Insekten oder Nematoden, die infektiose Agenzien an 
Organismen Qbertragen konnen, als Pathogen bezeichnet. Gegen Angriffe von 
Pathogenen sind biotogische Organismen mit einem komplexen und sehr effizienteh 
Abwehrsys^em ausgerustet. Die Hauptaufgabe dieses Abwehr- bzw. Immunsystems ist 
es, das Eindrihgen der Pathogene zu verhindem bzw. die bereits eingedrungenen 
Pathogene unschadiich zu machen. Auch einfache Lebewesen verfDgen diesbezQglich 
Qber mehrere Abwehrstoffe und Schutzmechanismen. Das Immunsystem von Vertebrateh 
ist ein sehr komplexeis Netzwerk von zellularen und humoralen i\/Iechanismen mit der 
zusatzlichen Fahigkeit spezifische Antikorper gegen einzelne Pathogene biiden zg konnen 
und diese dadurch unschadiich zu machen. 

Wenn die eigenen Abwehrkrafte des Organismus nicht ausreichen um das Pathogen 
unschadiich zu machen. mQssen zusatzllche Hilfsmittel eingesetzt werden, wie z.B. 
Antibiotika. Fungizide, anti-virale und andere Agenzien. Ein ernsthaftes Problem dieser 
chernischen Pathog/en-Bekampfung ist jedoch die Tatsache, dass die Pathogenstamme 
gegen die eingesetzten Mitte! sehr oft eine Resistenz erwe'rben. Diese Anpassung kann 
mit steigender Wirkstqffdosis temporar Qbenwunden werden. aber auf lange Sicht werden 
immer neue chemlsche und bioiogische Mittel zur Pathogenbekampfung benStigt. ' 



Peptide sind aus Aminbs§uren aufgebaute Verbindungen, die abhSngig von der Zahl der 
enthaltenen Aminosaure-Einheiten als Di-, TrK Oligo- oder Polypeptide bezeichnet 
werden. Bel Proteinen handelt es sich urn Polypeptide mit einer molaren Masse grolier 10 
kDa. Im Rahrtien der vorllegenden Erfindung wird die Bezelchnung "Peptide" fQr 
Polypeptide mit einer molaren Masse Kleiner als 10 kDa verwendet. Proteine bzw. Peptide 
sind an fast alien zellularen Prozessen maligeblich beteiligt. Ihre zentrale Stellung in den . 
Lebensvorgangen spiegelt sich darin wider, dass die genetlsche information letztendlich 
in. Form von Polypeptiden ausgedrQckt wird, 

Proteine werden anhand ihrer biologischen Aufgaben als Enzyme, Transport-, Struktur-, ' 
Abwehr-, Kontraktil-, Rezeptor-Proteine etc. bezeichnet. Bel Peptideh und bei einigen, 
meist kleineren Proteinen stehen andere biologische Aufgaben im Vordergrund wle die 
Hormon-Wirkung (z.B. Jnsulin. Oxytocin), SignalQbertragung an Rezeptoren (z.B. 
Enkephaline), Steuerung der Immunabwehr (Zytokine) oder eihe unspezifische Abwehr 
(z.B. Defensine). Viele biologisch hochwirksame Peptide werden in der Regel erst am Ort 
des Geschehens von groBeren Vorstufenproteinen frelgesetzt. Dadurch kann sich ihre 
Wirkung optimal entfalten. 

Trotz ihrer hohen pharmakologischen Wirksamkelt, ihrer geringen Toxizltat und ihrer 
guten Biokompatibilitat ist die Verwendung von Peptiden als Aizneimittel sehr begrenzt. 
Ein grundsatzllches Hindernis. besteht darin, dass Peptide im Organismus meistens sehr 
schneli abgebaut und dadurch unwirksiam gemacht werden. Es wird seit ISngerem 
versucht diese schnelle Metabolisierung durch den Einbau von Hydrolyse-resistenten 
Strukturelementen wie z.B. D-Amlnosauren oder auf eine andere Art zu verhindern. Das 
Problem dabei ist, dass- durch solche Strnkturinderungen die therapeutische Wirksamkeit 
sehr stark beelntra<*tigt wird. 

< 

Per oral eingenommene Proteine / Peptide werden im Magen-Darm-Trakt zersetzt und 
somit praktisch unwirksam gemacht. DieserVerabreichungsweg ist fQr Peptid-Arzneistoffe 
also sehr problematisch. Die in der Theraple verwendeten kSrperidentischen Peptide wie 
Insulin, Erythropoietin, etc. werden aus diesem Grunde Qbenwiegerid (> 90%) nur 
parenteral (durch Injektionen) verabrelcht Ein weiteres techriisches Problem for die 
Anwendung von grfifieren Peptiden ist deren Herstellung im industriellen Ma&stab, die 
bisher nur in wenigen Fallen zufnedenstellend gelSst werden konnte. 
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Im Gegensatz zu korperelgenen Peptiden hat die parenterale Anwendung kSrperfremder 
Polypeptide eine grundsitzllche Schwierigkeit zu Ql)erwlnden/ Das Immunsystem aller 
hSheren Organismen bildet nSmlich gegen solche "non-seir-Peptide spezifische 
Antikorper, die versuchen. das fremde Peptid zu neutralisieren bzw. zu entfemen. Diese 
Antigenitat fremder Peptide kann nur kQnstlich. z.B. rtjlt Hilfe von Immunsuppressiva bder 
durch kompiizierte Konstrukte unterdrQckt werden. wodurch ab^rweitere Nebenwirkungen 
verursacht werden kSnnen. AIs neuestes Beispiel kann Ethanercept (antKTNF-Rezeptor- 
Protein) envShnt werden, welches in der Therapie der rheumatoiden Arthritis venwendet 



wird. 





Kerperfremde Polypeptide werden im Organlsmus durch proteolytlsche Enzyme 
abgebaut. Die dadurch entstehenden kleineren Peptid-Segmeiite sind die eigentlichen 
Aiisieser der Antlgen-Reaktionen, welche zur Antik6rper-Bildung fQhren. Polypeptide, die 
gegenQber proteolytischen Enzymen stabil sind. sollten Im Prinzip auch eine deutllch 
geringere Antigenitat zeigen. Substanzen, die proteolytische Enzyme wirksam inhibieien, 
kSnnen in der Therapie mehrerer Pathologien verwendet werden.' Soiche Protease- 
Inhibitoren wurden bereits fur die Behandlung der HIV^Infektion eingesetzt. 

Thionine sind kleine. stark basische Peptide pflanzlicher Herkunft. die durch einen 
ungewehnjich hohen Cysteingehalt charakterisiert sind. Die Thionine sind meist aus 45 
bis 48 Amlnosaure-Einheiten aufgebaut (R6mpp Lexikon der Chemie 9. Auflage. Thiemp 
Verlag. Stuttgart 1992). Sie enthalten meist 6 oder 8 Cystein-Gruppen, die 
dementsprechend drel oder vier intramolekulare Disulfid-BrQcken (-S-S-) biiden und 
dadurch die Struktur des Peptids zusatzlich stabilisieren. Aufgrund Ihres relativ kleinen 
(ca. 5 kDa) Molekulargewichts und ihrer auBergewfihnlich stabilen Struktur ist zu 
en««rten. dass Thionine mehrere. phamiakoiogisch spezifische Eigenschaflen aufwelsen, ■ 
die bis jetzt jedoch nur in geringem Ma&e ericannt und angewendet wurden. 

In der Fachllteratur wurden bisher nur ca. 50 einzelne Thionine beschrieben. Die 
bekanntesten Thionine. sind Viscotoxine aus Mistel (Viscum album), Hordothioriine aus 
Gerste (Hordeum vulgaris). Purothionine aus Weizen (Trfticum sativum), Avenothionlne 
BUS HBfer {Avena-sativa), Pyrulariathionine aus . BQffelnuss (Pya//arfa-paf)^ra) und 
Crambin aus Crambus abessinicus (D.E.A. Florack und W.J. Stiekema. Plant. Mol Biol 
26,25-37(1994)). 
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Die genaue physiologische Wirkung der pflanzlichen Thionine konnte. bis jetzt nicht 
eindeutig aufgeklSrt werden. Es wurd? be! einigen Thionlrt-produzlerenden Pflarizen 
festgestelit, 'dass diese bei Infektionen mit Bakterien Oder Pilzen mit einer erhdhten 
Exprlmierung Ihrer Thionine reagieren. Aus diesem Grunde wurde angenommen, dass 
Tliionine eine Art Abwehrstoff-Funktion erfQIIen.konnten. Folglich vvurde der Einbau von 
Thionin-Genen aus Hafer {Avena sativa) in andere, Thionin-freie Nutzpflanzen mit der 
Absidit vorgenommen. neue Nutzpflanzensorten (z.B. Reis oder Kartoffel) mit erhfihter 
Registenz gegen Fungi und Bakterien zu zbciiten. (US 5,942,663; US 6,187,995). 

Durcli den Einbau der alplna-Tliionin-Gensequienzen aus der Gerste in das Genom der 
Tabakpflanze wurde z.B. eine gegen Pswc/omonas-syr/ngae * resisterite Taiaak-Sorte 
erzeugt (IVI.J, Carmona, A. Moiina, J.A. Lopez-Fando und F. Garcia-Olmedo, Plant J. 3. 
457-462 (1993)). Die Inhibition von Phytophora infestans an Kartoffelblatter durch 
Thionine wurde ebenfalls beschrieben (A. Molina, P.A. Groy, A. Frajle, R. Sanchez-Monge 
und F. Garcia-Olmedoi Plant Science 92, 672-679 (1993)). 

Der Einbau von Thionin produzlerenden Genen Sffnet den Weg fQr die ZQchtung einer 
groaen Vielfalt von neuen Pflanzensorten mit deutiich erhShter Resistenz gegen 
SchSdlinge. Dadurch konnte die Mensch ynd Umwelt stark belastende Verwendung von 
Pestiziden deutiich reduziert werden. Die essentielle Voraussetzung fur diese Art der 
■VenA/endung ist neben der hohen Wi*samkeit der eingesetzten Thionine deren mSglichst 
geringe Toxizitat fQr Tier und Mensch. Die Wirksamkeit eines bestimmten Thionins ist 
meistens nur gegen bestimmte SchSdiinge bzw. Pathogene effizient. sodass neue 
thiohln-Strukturen fQr den Kampf gegen weitere Pathogene gefunden werden mOssen. 

Thionine werden sehr oft als allgemein toxisch fQr Tiere. insekten, Bakterien, Hefe- und 
Saugetier-Zellen bezeichnet (b.E.A. Florack und W.J. Stiekema. Plant. Mol. Biol. 26, 25- 
37 (1994)). Einzelne Thionine weisen jedoch eine sehr stark voneinander abweichende 
Toxizitat auf... die sowohl von der Struktur der Thionine wie auch von dem konkret 
venwendeten Verabreichungsweg abhSngig ist. Viscotoxin B zum Beispiel zeigt eine 
geringe Toxizitat, obwohl seine Struktur sich nur an 4 Aminosaure-Posltionen von der 
Sequenz des deutiich toxischeren Viscotbxins A-1 unterecheidet. Die toxische Wirkung 
verschiedener^ Thionine wird im Allgemeinen durch die Permeabiiisierung der 
cytosolischen Membrah filr Alkallionen und der dadurch verursachten Nekrose der Zellen 
erkiart. DIeser Wiricmechanismus auf zelluiarer Ebene wurde in einigen Fallen wie z.B. der 
Bildung von Membranlonenkanaien durch Pyrularia Thionine detallliert untersucht 



(Hughes P. et al J. Biol. Chem. (2000) 275, 823-827).. In einer kOrzlich durchgefOhrten 
Studie wurde Jedoch gezeigt, dass Viscotoxine fQr humane Lymphozyten toxisch sind, 
Purothione aus Weizen aber keine toxische Wirkung auf die selben Lymphozyten 
ausuben (BQssIng A. et al. Eur. j. Blochem. (1999) 262, 79-87). 

Beachtliche Mengen von Thionlnen befinden sich in den meisten zur EmShrung 
venvendeten Getreidesorten, weshalb sie auch in zahlrelchen Putter- und 
Nahmngsmitteln enthalteii sind. Die per-orale ToxizitSt dieser Thionine wurde aber meist 
als nicht signifikant fQr Menschen und Tiere gefunden, vermutlich wegen des Abbaus der. 
Thionine im Magen-Darm-Trakt und wegen der thermlschen Zersetzung im Backofen. 

Eine unmittelbare humantherapeutische Anwendung eines Thionins als Reinsubstanz 
Oder eines standardisierten Gemisches von reineh Thionlnen wurde in der Fachliteratur 
bisher nicht beschrieben., 

Es 1st bekannt, dass einige In der adjuvanten Krebstherapie selt lingerer Zelt 
venwendeten Praparate aus MIstel {Viscum album) kleinefe Mengen von Thionlnen 
enthalten, die als Viscotoxine bezeichnet werden. BezQglich der onkologischen 
Wirksamkelt dieser Viscotoxine llegen jedoch keine gesicherten Kenntnlsse vor. Mehrere 
Autoren behaupten sogar ausdrQckllch, dass die Viscotoxine fiir die krebstherapeutische 
Wirkung der MIstel-Praparate keine Relevanz besltzen (US 5,547.674). 

Die haridelsQbllchen Mlstel-Priparate sind deswegen auch nicht auf Ihren Vlscotoxin- 
Gehalt standardislert. Ihre tatsSchllche VIscotoxIn-Konzentration ist variabel, llegt aber in 
alien Fallen unter der Grenze von 1 |jg/ml. Ausgehend von der normalen Dosis von 2-4 ml 
Mlstel-Extrakt InjekUonslosung erhait ein Patient also hochstens 0,004 mg Viscotoxin pro 
Tag.. MIt der bei SSugetieren ermittelten Toxizitat der Viscotoxine von LD50 =? 0,1-1 mg/kg 
kann bei einem envachsenen Mensch (70 kg Kdrpergewicht) in der Tat keine releyante 
zytotoxische Wirkung auftreten. die zur Abtotung von Tumorzellen fuhren konnte. 

In der Fachliteratur wird die onkologische Wirksamkelt der Mistel-PrSparate Qbenwiegend 
den Im Exjrakt enthaltenen Lektlnen (Zucker-bindende Proteine) zugeschrieben (DE 4 
221 836). DIese Mistel-Uktlne . zeigen in geringen Dosierungeri (1 ng/kg) eIne 
Immunstlmulierende Wirkung. die In vitro mehrfach bestatigt wurde (EP-A-0 602 686). i 
Mehrere handelsQbllche MislelprSparate werdeh demzufolge auf Ihren Gehalt an Mistel- 
Lektinen standardislert. Trotzdeim konnte die In vivo krebstherapeutische Wirksamkelt von 



rein isolierten Mistel-Lektinen nicht best§tigt werden. Mehrere Autoren vermuten daher 
einenf Beitrag yorl MIstel-Polysachariden Oder von weiteren bisher nicht identifizierten 
Komponenten der Mistel-Extrakte (J.R. Ochocka und A. Piotrowski, Can. J. Plant Pathol. 
24,21-28(2002)). / 

t 

Es vtfurde neuerdings vorgeschlagen, die bei klelnereii Konzentrationen des Pyrularia 
Thionins bepbachtete immunstimuliarende Wirkung zur TumorbekSmpfung einzusetzen 
(WO 02/22159), In der WO 02/22159 wird auch die Venwendung des Thionins zusammen 
mit dem stark stimulierend wirkehderi IL-2 beschrieben. In diesem Zusammenhang 1st 
aber zu biedenken, dass eine starke, aber unspezifische Immunstimulierung meistens 
auch -das Wachstum der Krebszellen fSndert, erfahoingsgemaa sogar noch delitlich 
starker als das Wachstum von normalen Zellen. 

Thionine, die gegen Krebszellen delitlich tbxischer vvirken als gegen nomiale Zellen 
waren fQr die Krebstherapie sehr geelgnet. Solche Thionine konnten aber bisher nicht 
identifiziert werden. Es wurde vorgeschlagen (WO 96/41608) ein PynjIaHa Thionin an 
bestlmmte, gegen Krebszellen speziflsch gerichtete CD5+ Antikdrper zu binden. Dieser 
Komplex sollte dann zur selektiven BekSmpfung von Krebszellen eingesetzt werden. 

Das Immunsystem ist ein sehr wlrksamer Abwehrapparat zum. Schutz des blologischen 
Organismus gegen pathogene Mikroorganismen (z.B. Bakterien oder Viren). VVeitere 
Aufgaben des Immunsystems bestehen darin, durch Pathogen infizierte oder durch Krebs 
Oder anderswie entartete Zellen zu vernichten und die getdteteri Zellen zu entsorgen. Das 
Abwehrsystem der Vertebraten Ist aus Komponenten einer einfachen. . sogenannten 
"angeborenen" Immunabwehr und einem hoch spezialisierten "adaptiven" 
Inimunmechanlsmus. aufgebaut. Wegen der sehr komplexen Vernetzung des 
angeborenen und des adaptiven Teils des Immunsystems ist es kaum m6glich, die 
ausldsende Ursache einer fehlgeleiteten Immunregulatlon genau zu. identlflzieren und 
somit auch zu therapieren! 

Von einer normal funktionierenden Immunabwehr wiird grundsatzlich erwartet, dass durch 
sle nur die gefahrlichen Eindringlinge neutralisiert und zerstort werden, aber das eigene 
Gewebe bzw. die elgenen Zellen. unbeschadet bleiben. Autbimmunkrankheiten sind 
dadurch .gekennzelchriet. dass bei einer fehlerhaften Funktion des Immunsystems 
kdr^ereigene Gewebe angegriffen und dauerhaft besch§digt werden. Die 
Autdimmunerkrankungen kSnnen prinzipiell jedes Oigan treffen. Sie werden meistens 



nach den betroffenen Geweben (Organe) klassifizlert. wie ,z.B. Haut (Psoriasis), Leber 
(Chronische Hepatitis), . Herzmuskel (Endocarditis), SpelclieidrQse (Diabetes Typ I), 
Nerven (IMultiple SIderose), Gelenlce (Rhetimatoide Arthritis). 

Die genauen Ursachen der Autoimmunkrahldieiteri sind . nur -sehr wenig belcannt, 
yerscFiledene Hinweise deuten die. Komblnation von mehrerisn kausalen Faktoren an. Das 
geliaufte Auftreten inriertialb einer Familie kahn durch eine genetisclie VerBrbung der 
Eri<rankung bedingt sein, Der Ausbrucii einer Autoimmunkrankheit wird durch Hormone 
beeinflusst, weshalb Frauen hSufiger betroffen sind als Manner. Weitertiin werden 
UmweiteinflUsse, die das Abwehreystem beeiritrachtigen, ais Ursache venmutet, ebenso 
wie die Entgleisung des Immunsystems in Foige einer schweren infektiasen Krankheit. In 
diesem Fall kann die Ahnlichkeit des fremden Krankheitserregers mit der , 
Aminosauresequenz eines kerpereigenien Peptids zu einer dauertiaften SchSdigung des 
eigenen Organs (Gewebe) fQhren. 

« ' • • ' 

Die Unklarheit im Hinblick auf die Krankheitsureachen ist auch ein Grund fOr die Tatsache, 
dass bis heute keine kausial wirkende, effiziente Therapie von Autoimmunkrankheiten 
gefunden wurde. Ftir die medikamentose Therapie der Beglelterscheinungen von 
Autoimmunkrankheiten , wie z.B. Entzundung und Schmerz bel riieumatischen 
Erkrankungen werden Qbenn/iegend die sogenannten NSAIRs (non steroidal 
antiinflammatory drugs) wie Diclofenac, Aspirin, Ibuprofen oder Indomethacin venwendet. 
Sle konnen die gfenannten symptomatischen Erscheinungen mindem, ohne die der 
Krankheit zugrundeliegenden autoimmunen Ursachen zu beseitigen oder zu konigieren. 
Ihre pharmakologische Wirkung wird auf die Hemmung der Biosynthese von 
Prostagiandinen zuruckgefuhrt, welche Mediatoren. der Schmerz-, Fieber- und 
EntzQndungs-Reaktionen sind. 

Corticosterpide haben ebenfalls nur eine symptomatische Wirkung auf rheumatische und 
allgemein auf autoimmune Beschwerden. Ihr Einsatz auf ISngere Zeit ist wegen der 
schwenA/iegenden Nebenwirkungen nur speziellen Indikationen, wie z.B. auf andere 
Therapien nicht reagierenden Entzundungszustanden voriDehalten. FQr verschiedene 
Autoimmur^krankheiten werden ebenfalls einige, nur begrenzt kausal wirkende Cytostatika 
und Immunsuppressiva wie Methotrexat, Cyclosporin, Tacrolimus u.a. eingesetzt. Diese 
welsen, Insbesondere bei Langzeitanwehdungen, ein groises Risiko an Nebenwirkungen 
wie Anamie, Thrombozytopenie, Infektanfalligkeit und Nierentoxizitat auf, sodass sie nur 
sehr begrenzt und nur bei b^stimmten Indikationen zu empfehlen sind. 
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FQr die exteme (topische) Behandlung von Autolmmunerkrankungen wie z.B: bei der als 
Psoriasis bezeichneten Pathologie der Hautgewebe warden ebenfalls Cortison-Derivate 
und neuerdings auch Immunsuppressiva ; (Tacrolimus) elngesetzt. Trotz^ guter 
5 .Vertragllchkeit dieser topischen Arzneimittel bringt die Anwendung keine heilende 
Wirkung. Die Hauptsymptome wie Juckreiz werden zwar gemlldert. kommeh aber mit 
unveranderter Intehsitat zurQck, wenn die Behandlung. ausgeset^ wlnJ. 

Krebs ist keine einheitllche Krankheit sondern ein Oberbegriff fDr mehr als 200 
10 verschiedene Formen maligner Erkrankungen. Nahezu jedes Gewebe kann krebsartige 
Entartungen hen/onxjfen, manchmal sogar mehrere unterschiedllche Typen. Trotz dieser 
Verschiedenartlgkeit entstehen alie Tumoren offenbar durch die Entartung 4ihnlicher 
grundlegender Prozesse. 

'- ' . ' . ■ «... 

Die gangigen Krebstheraplen versuchen die grundlegenden Charakteristlka der 
Erkrankung zu bekanrjpfen, namlich Wachstum. Invasion und Metastasierung. FQr die 
Krebsbehandlung sind Chemotherapeutika sehr Wichtlge Mittel, die neben der Operation 
und Bestralilung eingesetzt werden. Bestimmte bSsartlge tumoren (Hodenkrebs) kdnnen 
mit Zytostatika erfolgreich behandelt werclen. Leider kSnnen die haufigsten bdsartigen 
Tumoren (Krebs der Brust, Lungen, und Prostata sowie des DIckdarms) mit Hllfe der 
Chemotherapie nicht geheilt werden. . Gelingt es nicht die Entwicklung des Tumors zu 
stoppen. wenden die Krebszellen immer aggressiver und beginnen sich nach einer 
bestlmmten Phase auszubrelten (Metastase) . und lebenswichtlge Organe bis zur 
FUnkHonsunfahigkeitzu schSdlgen. Dadurch fDhren sie zum Tod der Patienten. 

EIn gmndsatzlicher Nachteil der nicht selektiv cytotoxisch wirkenderi Krebstherapeutika 
liegt darin, dass sle auch zahlreiche gesunde Zellen t6ten. Daher muss bei ihrer 
Venwendung rrilt schwenviegenden Nebenwirkungen gerechnet werden. Ein weiterer 
Nachteil der gegenwartlgen Chemotherapien besteht darin, dass die Tumonzellen im 
llaufe der Behandlung resistent gegen die eingesetzten Zytostatika werden. Dies erfordert 
die standige ErhChung der angewendeten Dosis. womit aber glelchzeitig eine Steigerung 
der tpxischen Nebenwiricungen verbunden ist. oder die Venwendung eines Gemisches 
mehrerer Zytostatika. 

Aus der SIcht der IWIolekularigenetIk kdnnen die Ursachen der Krebsentstehung und der 
unkontrollierten Zellvemiehrung mit mehreren Mechanismen erkiart werden, Die 
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sbgenannte "Mutation"-Theorie behauptet. dass die malignen Krabszelllinien durch eine 
spontane bzw. durch mutagene Falctoren hervorgerufene "onl<ogene Mutation" des 
Zellerbgutes entstehen. DIese Mutationen fSrdern das Zellwachstum durch Stimutlerung 
der Proto-Onkogene bzw. durch die Inaktivierung der. wachstumsbremsenden 
Tumorsupressor-Gene. Somit kann die Entstehung und Verbreitung der Krebszeijen als 
eine fehigeleitete Regulation dieser Gerie angesehen werden. 

Nach einer anderen Theorie ist die Entstehung und Entwicklung maligner Tumoren auf die 
von bisher unbekannten Faktoren vemrsachte "chromosomale InstabilitSt" zurOckzufDhren 
(P. Duesberg et al. Proc. Nat. Acad. Sci. US. 97, 14295-14300 (2000)). Diese Hypothese 
kann deri zeitllchen Ablauf der Krebserkrankungen besser erklSren als die Hypothese 
einer onkogenen Mutation. Bisher wurde jedoch noch kein Arzneimittel zur 
KrebsbekSinpfung ober Hellung durch Wiederherstellung der chromosomalen Stabllitat 
ehtwickelt. Es ist nur bekannt, dass mehrere Zytostatika in den Zellvermehrungszyklus 
eingreifen. wie z.B. Taxol (Paclitaxel), und durch Verhlnderung der Splndelappar&t- 
Ausbildung eine Blockierung der Chromosomenteilung bewirken. . 

AIDS ist ein komplexes Krankheitssyndrom mit chronischer BeschSdigung der T4- 
Lymphozyten und weiterer Immunzelien, das sich in Folge einer Infektion mit den HIV- 
Retroviren ausbildet. Die als AIDS bezeichnete ailgemeine Immunschwache etabliert sich 
erst nachdem das Immunsystem den Kampf gegen die Infektion verloren hat. In der AIDS- 
Phase hat der Patient keine Irnmunabwehr gegen verschiedene, melst banale Infektionen 
und stirbt Infolge solcher Krankheiten. Die heute verwendeten . Therapiestrategien 
versuchen die Hl-Viren mit Hilfe von Medikamenten zu bekampfen oder zumindest in 
Schach zu halten. For diesen Zweck werden sogenannte ahti-virale Mittel wie z.B. anti- 
Metaboliten als Einzelwirkstoff oder als Gemisch eingesetzt. 

Viele Jahfeehnte wurde die Meinung vertreten. dass Autoimmun- Und Krebserkrankungen ■ 
sehr unterschl^dliche Pathologien aufwelsen. die im Grunde nichts Gemeinsames 
besltzen. In letzter Zeit haben sich Immer mehr Dateri angehauft. die eine Revision dieser 
Hypothese erfordem. MerkwQrdigenfl/else sind mehrere. in der Krebstherapie intensiv 
venwendete Cytostatika und Immunsuppressiva (z.B. Methotrexat, Cyclophbsphamid) 
auch in der Theraple von Autolmmunkrankheiten wirksam, Andererseits wurde auch 
bewiesen. dass bestimmte Antirheum^tika wie Aspirin oder Rofecoxib eine signifikante 
onkologische Wirksamkeit aufwelsen. 
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Grundsatzllch sind Autoimmun- und Krebserkrankungen aber auch die HiV-infektion 
chronische Krankheitsbilder, die sich meist nur sehr langsam, ini Laufe mehrerer Jahre 
entwickein, Ein anderes gemeinsames Merkmal dieser Pathologien ist die Tatsadie, dass 
die vermirtlichen AuslSser die FShigkeit besitzen, den Waffen des humanen 
Inimunsystems zu entkominen. Diese Resistenz durch Anpassuhg ist eine, bereits von 
Bakterien lier bekannte Strategie der Pathiogenen. 

Im Falle der HIV-infektion werden die . fflr die Steuerung des Immunsystems 
verantwortlichen T-Zellen unmitteilsar angegriffen. Die HIV-Retroviren sind zusatdichi noch 
fafiig durcin l^utationen solche Vironen zu produzieren, die gegen das eingesetzte 
Antiviral-Mittel resistant werden. Aiinliciie Oberlebensstrategien werden von Krebszellen 
angewendet, die seiir schnell eine Resistenz gegen jierkSmmliche Zytostatika entwickein 
Oder selir gesctiickt den Kontrolimechianismen des Immunsystems entlcommen. Die 
erlnohte Resistenz erfordert den Einsatz von immer groBereh Mengen von Arzneimittel, 
was aber die toxischen Nebenwirkungen dramatisch steigert. Der einzige Ausweg bleibt 
die Suche nacli neuen IVIedikamenten Oder die. Venwendung von wirkungsvollen 
Kombinationen splcher Medlkamente. 

Als wiclitigstes gemeinsames IVIerkmal von Autoimmun-. Krebs- und HIV-Erkrankungen 
Ist die clironisch fehlgeleitete Regulation grundlegender immundogischer Mechanismen* 
zu selien. Bei den Autoimmunkrankheiten fQhrt diese Felilsteuerung des Immunsystems 
zur dramatischen ZerslSrung eigener. gesunder Zelien lihd Organe. EbenTalls fatale 
Konsequenzen liat die ciironisciie felilsteuerung im Falle der Krebserkrankungen, bei 
denen das Immunsystem aus mehreren GrQnden nicht in der Lage ist, die entarteten 
Tumorzellen zu erkennen und zu vemichten. Bei der HIV-lnfektion werden unmittelbar die 
T4-Lymphozyten mit immunregulatprischen Aufgaben angegriffen, sodass die Patiiologie 
letztendlich zum Zusammenbrucii des Systems fQhrt. . 

In der Regulation verschiedener Immunvorg^nge spielen die sogenannten Zytokine eine 
wichtige Rolle. Diese Faktoren werden von regulatorischen Immunzeilen wie z.B.. 
Makrophagen oder von bestlmmten T-Lymphozyten frelgesetzt. Mehrere Faktoren deuten 
darauf liin, dass Krebs- und Autoimmun-Erkrankungen oder AIDS durch chronisch 
fehlgeratene Immunregulation ausgeloste Krankheiten sind. weshalb eine Therapie bei 
Immunzeilen mit regulatorischer Funktion zu suchen ware. 




Die bisher Qberwiegende Meinung; dass Krebserkrankungen und AIDS dureh ein 
abgeschwachtes Immunsystem verursacht sind und deren Theraple durch entsprechende 
Immunstimulation zu Idsisn wSre. hat nicht die . erwarteten Ergebnisse gebracht. Als 
Beispiel hierfQr kann die in vitro bestStigte immunstimulierende Wirkung der Mistel-LekUhe 
dienen, mit der vei^ucht wird, die onl<o!ogische Wlrksamkeit der Mlste!-F»i«parate zu 
erklaren. Damit ist aber die Problematik verbuhden. dass' soiche Lektine auch.die 
Vermehrung der Zellen (insbesondere der Tumorzellen) Oder der mit HIV Infizlerten Zellen 
sehr stark anregen. Daher ist nicht zu enwarten, dass die fOr Pyrularia Thionin und im. 
Allgemeinen fOr Thionine beschriebene immunstimulation (WO 02/22159) einen 
Durchbruch in der Krebstherapie bewirken kann. 

Bei der Suche nach Faktoren, die neben Poiypeptiden an der Regulation der . zeliuiaren. 
und humoralen Immunvorgange beteiligt sind. wurde vor kur^em die neue Klasse der 
Kohlensuboxid-Derivate entdeckt (DE 196 00 301). Diese vom . anoi^anischen 
Kohlensuboxid C3O2 abgeleiteten Naturstoffe zelgen unter anderem eine Qlsen^schend 
spezifische Interaktion. mit bestimmten immunoiogisch wichtlgen Protelnen wie 
Immunglobuline (Ig) oder Fc Rezeptoren. 



Darsteliung der Erilndung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Peptide bereitzustellen. die die natQrIichen 
Abwehrkrafte pflanzlicher. tierischer oder menschlicher Organismen gegen bakterielie, 
fungale, viraie oder andere Pathogene unterstQtzen. Diese Aufgabe. wIrd 
erfindungsgemaB durcli die cysteinhaitigen Peptide gemali unabhangigem 
Patentanspruch 1, durch die Nukleinsauresequenz gemaii unabhangigem 
Paterttanspruch 14. durch die Derivate gemaB unabhangigem Patentanspruch 17, durch 
den DNA-Vekior gemau , unabhangigem Patentanspruch ife. durch die monoklonalen 
Antikfirper gemaB unabhangigem Patentanspmch 19, durch die phamiazeutische 
Zubereltung gemaB unabhangigem Patentanspruch 28, durch die Arzneimittel gemaH 
unabhangigem Patentanspmch 34 und durch die Verfahren gemaii unabhangigen 
Patentansprtichen 36. 38 und 40 gelost. Weitere yorteiihafte Aspekte. Details und 
Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sibh aus den abhangigen AnsprQchen. der 
Beschreibung und der Zeichnung. 
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Der Aufbau der erfindungsgemaUen Peptide wird nachfolgend im Einbuchstabencode der 
Aminosiuren dargestellt Es bedeutet: A: Alanin, C: Cystein. D: AsparaginsSure. E: 
Glutaminsaure, F: Phenylalantp, G: C3lycin. H: Histidm. I: Isoleucin. K: Lysin, L: Leucin. M: 
Methionin, N: Asparagin. P: Prolin,.Q: Glutamin. R: Arglnin, Si Serin, T: Threonin, V: Val'in, 
W: Tryptophan und Y: Tyrosin. . 

Die Sekundar-, TertlSr- und Quart§rstrul«tur von Peptiden wIrd maBgeblich durch die Art 
der Seltenl<etten der AminosSuren bestimmt, aus denen das jewellige Peptid aufgebaut 
ist. In dieseni Zusammenhang l<5nnen die natpriich vorlcpmmenden AmlnosSuren in 
Gruppen eingeteilt werden, wobel die Art der Seiteni<ette das Klassifizierungskrit^rium 
darstellt. AminosSuren mit aliphatlschen Seitenketten sind Glycin. Alanin. Valin, Leucin 
und Isoleucin. AminosSureh mIt aliphatischen Seitenketten mit Hydroxylgoippe sInd Serin 
und Threonin. AminosSuren mit aromatischen Seitenketten sind Phenylalanin. Tyrobiri 
und Tryptophan. AminosSuren mit basischen Seitenketten sind Lysin. Arginin und Histidin. 
Aminosauren mit sauren Seitenketten sind Asparat und Glutamat. Aminosauren mit 
Amidseitenketten sind Asparagin und Glutamin. Aminosauren mit schwefeihaltigen 
Seitenketten sind Cystein und Methionin. Die Aminosaure Prolin' besitzt eine sekundare 
Aminogruppe und kann in keine der genannten Klassen eingeteilt - werden. Eine 
Beelnflussung der dreidimenslonaien Struktur der erfindungsgemaSeri Peptide und daher 
such eine Beeinflussung der biologischen Wirksamkeit kann insbesondere durch die 
Bildung der Ester^Derivate der Hydroxy-Gruppen enthaltenden Aminosauren erfolgen. Die 
Ester-BIWung kann dabei bevorzugt mit PhosphorsSure vorgenommen werden. Eine 
solche Derivatisierung kann chemisch-synthetisch oder enzymatlsch^ mit Hilfe 
sogenannter Phospho-Kynasen durchgefQhrt werdep. 

Die voriiegende Erfindung bezieht sich auf cysteinhaltige Peptide der Stmktur 
XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXXCXXXCXCXXXXXXXCXXXXXX. der Struktur 
XXCCXXJOCXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXXCXXXXXX und der Struktur 
XXCCXXXXXXXCXXXGXXXXX)Q(XXXCXXXCXCXXXXXXXXCXXXXXX. wobel X eineri 
Platzhalter darstellt Samtlrche X kSnnen unabhangig voneinander gewahit werden und 
bedeuten jede beiiebige der oben genannten. natQrilch vorkommenden Aminosauren. 

Besonders bevoizugte AusfQhrungsfomien der vortiegenden Erfindung bezlehen sich auf 
cysteinhaltige Peptide der gfehannten allgemeinen Strukturen, wobei weitere Aminosauren 
an bestimmten Posltionen des Peptide festgelegt werden. Bevorzugt werden Peptide, 
wobei sich an Posfdon 1 die Aminosaure K und/oder an Position 2 die Aminosaure S 



und/oder an Position 5 die Aminosaure R und/oder an Position 6 die Aminosaure N 
und/oder^ an Position 7 die Aminosaure T und/oder an Position 8 die AminosSure L 
und/oder an Position 10 die AminosSure R und/oder an Position 11 die AmlnosSure N 
und/oder an Position 13 die Aminosaure Y und/oder an Position 17 die AminosSure R 
und/oder an Position 20 die Aminosaure G befindet. 

Ganz besonders bevorzugt werden cysteinhaltige Peptide der Struktur 

KSCCRNTLGRNCYNGCRFTGGSQPTCGRLCDCIHVtTTTCPSSHPS (Hellethionin-A), 

KSCCRNTLGRNCYNACRFTGGSQPtCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-BI), 

KSCCRNTLARNCYNACRI=TGGSQPTCGRLCDCiHVTTTTCPSSHPS (Hellethionih-B2), 

kSCCRNTLGRNCYNAGRLPGTPQPTCATLCDCIUVTTPTCPSSHPR (Hellethionin-B3)i 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGTSQPYCARLCDCIHVTTPTCPSSHPR (Hellethionin-B4). 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCATLCDCjHVTTPTCPSSHPR (Hellethlonin-B5). 

KSCCRNTLARNCYNVCRFGGGSQAYCARFCDCIHVTTSTCPSSHPS (Hel[ethionin-B6), 

KSCCRNTLGRNCYNACRLTGTSQATCAtLCDCIHVTATTCRPPYPS (Hellethionin-C), 

KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCGILCDCIHVTTTTCPSSHPS (Heliethionin-D). 

KSCCRNTLGRNCYAACRLTGLFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPRTHPS (Heiletlnionin-EI) 

und KSCeRNTLGRNCYAACRLTGTFSQEQCARLCPCITVTTPtPCPRTHPS 
(Hellethionin-E2). 

Von der voriiegenden Erfindung umfasst sind auch Ester-Derivate, Amid-Derivate, Salz- 
• Derlvate, cycllsche Derivate und Derivate mit einem modifizierten RQckgrat der genannten 
Peptide. 

Ganz besonders bevorzugt im Rahmen der voriiegenden Erfindung werden die 
. cysteinhaltlgen Peptldverblndungen Hellethioriin-A, Helletlnionin-BI , Hellethlonin-B2, 
Hellethlonln-B3.. Hellethlonln-B4. Hellethionin-B5, Hellethionin-B6. He!lethionin-C, 
Hellethlonln-D. Hellethlonin-EI und Hellethionin-E2 sowie Derivate dieser cysteinhaltlgen 
Peptldverblndungen mIt Aminosaure-Variatlonen an bis zu 15 Positionen der 
cysteinhaltlgen Peptldverblndung bzw. an biis zu 15 Positionen der Derivate dieser 
cysteinhaltigen Peptldverblndungen, wobel die AminosSure Cystein bezQglich Position 
und. Art keiner Variation untenwrfen ist. Insbesondere bevorzugt 1st es. wenn die 
Aminosaure-Variatlonen an bis zu 13 Positionen, an bis zu 11 Positionen, an bis zu 9 
Positionen, an bis zu 7 Positionen. an bis zu 5 Positionen, an bis zu 4 Positionen, an bis 
zu 3 Positionen. an bis zu 2 Positionen tew. nur an' einer Position der Peptldverijindungen 
bzw. der Derivate der Peptldveribindungen auftreten. 
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Insbesondere bevorzugt ist es. wenn die cysteinhaWgen Peptidverbindungen HelMhibnin- 
A, Hellethionin-BI, Hellethionin-B2, Hellethionin-B3, Hellethlonin-B4, Hellethionlri-B5. 
Hellethionin-B6. Hellethionin-C, Hellethionin-D, Hellethionin-EI und Hellethionin-EZ sowie 
5 Derivate dieser cysteinhaltigen Peptidverbindungen eine. der oben genannten Anzahlen 
an Amihosaure-Variationen aufweiseh und sich gleichzeitig an Position 1 die Aminosiure 
K und/oder an Position 2 die Aminosaure S und/oder an Position 5 die AminosSure R 
und/oder an Position 6 die Aminosaure N und/oder an Position 7 die An^inosSure T 
und/oder an Position 8 die Aminosiure L und/oder an Position 10 die Aminosaure R 
,10 und/oder an Position 11 die Aminosaure N und/oder an Position 13 die Aminosaure Y 
und/oder an Position 17. die Aminosaure R un^oder an Position 20 die Aminosaure G 
befindet. 




Besonders bevorzugte AusfQhrungsformen der vorliegenden Erfindung beziehen sich auf 
cystelnhaltige Peptide der genannten aligemeinen Strul<turen. wobei sicli an bestimmten 
Positionen des Peptids Aminosauren befinden. die aus einer bestimmten der oben 
definierten (Sruppen von Aminosauren ausgewihlt sind. Bevorzugt werden Peptide, wobei 
sich an Position 1 eine Aminosaure mit basisclier Seitenlcette und/oder an Position 2 eine 
Aminosaure mit aliphatischer Seitenl<ette mit Hydroxylgruppe und/oder an Position 5 eine 
Aminosaure mit basischer Seitenkette und/oder an Position 6 eine Aminosaure mit 
. Amidseftenlcette und/oder an Position 7 eine Aminosaure mit aliphatischer Seitenkette mit 
Hydroxylgruppe und/oder an Position 8 eine Aminosaure mit aliphatischer Seitenkette 
- und/oder an Position 10 eine Aminosaure mit basischer Seitenkette und/oder an Position 
'''' Aminosaure mit Amidseltenkette und/oder an Position 13 eine Aminosaure mit 
I aromatisdier Seitenkette und/oder an Position 17 eine Aminosaure mit basischer 
Seitenkette und/oder an Position 20 eine. Aminosaure mit aliphatischer Seitenkette 
befindet. 
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Die vorliegende Erfindung umfasst selbstverstandlich auch Peptide der genannten 
aligemeinen Strukturen. dia an einem oder beiden Ihrer Enden funktionale Modifikationen 
tragen. insbesondere sind auch langerkettige Peptide umfasst. also Peptide, deren. 
AminosSure-Kette Qber die genannten aligemeinen Strukturen . hinausreicht. Die 
erfindungsgemSften Peptide stellen In diesen Fallen also nur einen Abschnitt eines 
graBeren Peptids dar. Die Funktionalltat der erfindungsgemaBen Peptide, also deren 
Wirkung, darf ?lur(* diese funktionalen Modifikationen nicht signifikant beelrttrachtigt 
werden. 



Daneben bezieht sich die vorliegende Erfindung auf die NukieinsSuresequehzen, die die 
genannten cystejnhaltlgen Peptide codieren, und ebenso auf di^. enteprechenden RNA- 
Sequenzen .und die entsprechenden DNA-Sequenzen sowie die entsprechende Anti- 
Sense DNA und die entsprechende Anti-Sense RlvJA. Von der vorliegenden Erfindung 
werden auch DNA-Vektoren- und DNA-Konstrukte umfasst. die pine einem 
erfindungsgemaften Peptid ent^precliende cDNA oder DNA sowie einen passenden 
Promotor und gegebenenfalls einen passenden Verstarker (enhancer) enthalten. 

Daneben sind auch monoklonale Antikorper umfasst, die gegen ein Epitop der genannten 
' cysteinhaltigen Peptide gerichtet sind. 

Die erfindungsgemaiSen Peptide mit hohem Cysteingehait sind aus 46 bzw. 48 
Aniinosauren aufgebaut. Die Zahlung der Positionen erfolgt ausgehend vom freien NH2- 
Ende der Aminosaure-Kette. 

Von den dben genannten Heiiethioninen wurden die mit Hellethionin-A (HT-A), 
Hellethionin-C (HT-C) und die mit Hellethionin-D (HT-D) bezelchneten Peptide durdh die 
nachfoigend beschriebenen IVIethoden einzein isoliert. Im Fade von Hellethionin-B und 
Hellethionin-E iiegt ein Gemisch mehrerer Isofomien vor, wobei die AminosSuresequenz 
von sechs lsofbmr«en (HT-B1. HT.B2. HT-B3. HT-B4. HT-B5. HT-B6) bzw. von zwei 
Isoformen (HT-E1 und HT-E2) aufgeklart wurde. Die erfindungsgemaiSen Peptide konneri 
als .Reinsubstanzen, als Gemisch von Isoformen oder ais Gemisch von Isoformen 
zusammen mit einem oc^er mehreren anderen Heiiethioninen, bevorzugt als Gemisch von 
mehreren Heiiethioninen venvendet werden. ' 

Die AminosauiBsequenz der isolierten oder synthetisch hergesteilten erfindungsgemaiSeh 
Peptide wurde durch sukzesslven Abbau der Peptidkette nach der Edman Methode und 
nachfolgender HPLC-ldentifizierung der PTH (Phenyithiohydanthoin)-Derivate bestimmt. 
Die.bel dieser Methode Qbliche enzyrtatische Fragmentierung der Peptide konnte wegen 
ihrer erhOhten enzymatischen Stabilitat. nicht unmlttelbar durchgefOHrt werden. Aus 
diesem Grunde war zuerst eine mit Hilfe von Vinylpyridin durchgefQhrte Reduktion bzw. 
Offhung der Di^ulfid-BrQcken 6rforderiich. 

.'- • • 

Eine weitere Bestatigung der Amlnosaure-Zusammensetzung der erfindurigsgemSBen 
Peptide erfolgte durch die Bestimmung Ihrer molaren Masse. Zu diesem Zweck wurde die 
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Massenspektrometrie mit ESI (electro-spray-ionization) und die MALDI (matrix-assisted- 
laser-desorption-ionlzation) Technik angewendet. . 

Die durch NMR-Spektroskopie bestimmte dreldimensionale Struktur des Peptids HT-D ist 
in der Figur 1 dargesteilt. Die Gesamtstruktur Shnelt der Gestalt eines grolien 
grieciiisciiem Gamma (f). Der lange Ami in dieser Struktur-Ahalogie wird durch die zwei 
entgegengesetzt laufendea Helices gebildet, wohingegen der kurze Arm aus dem kurzen 
Beta-Faltblatt besteht. Die beiden Hfelices sind durcli eine Schleife zwischen den 
AminosSuren in den Positionen 17 und 24 verbunden. 

Ein besonderer Beltrag zur Stabilitat der erfindungsgemalien Peptide wird durcli die 
insgesamt vier Disulfid-Brucken zwischen den Cystein-Einheiten in den Ppsitionen 3 — 40 
(bzw. 42), 4 — 32, 12 — 30 (bzw. 31) und 16 — 26 (bzw. 27) gewahrleistet. Die dadurch 
en-eichte auSergewohnliche Stabilitat gegenQber proteolytischen und anderen Enzymen 
ist eine spezifische Elgenschaft mit wichtiger Bedeutung fQr die Anwendung der hier 
beschriebenen Peptide. 

i 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugten Peptide sind durch eine 
erstaunlich hohe Konstanz ihrer Aminosaure-Sequenzen gekennzeichnet. Diese Konstanz 
betrifft bis zu 36 Positionen. also ungefahr % der Gesamtkette. Die Variationen in der 
Zusammensetzung der Polypeptidkette ist meist auf 15 Oder noch weniger Stellen 
begrenzt 

Insbesondere konstant ist die Lage der Cystein-Reste. die sich in den erfindungsgemaiien 
Peptiden an den Popitionen 3, 4, 12, 16, 26 bzw. 27, 30 bzw. 31, 32 und 40 bzw. 42 
befinden. In den mit HT-E1 und HT-E2 bezeichneten Sequenzen sind die letzten drei 
Cystein-Einheiten urn je eine. (27 statt 26) (31 statt 30). bzw. urn zwei Positionen (42 statj 
40) verschoben. Die Cystein-Einheiten werden paanweise durch Disulfid-BrQcken 
verbunden. Aus den zahlreichen mOgllchen Kombinationen von Cystein-Einheiten werden 
lij den erfindungsgemaiien Peptiden die VerknQpfungen 3 40 (bzw. 42). 4 -» 32, 12 
30 (bzw. 31) und 16-» 26 (bzw. 27) bevorzugt ausgebildet, wodurch eine bestimmte 
Sekundarstruktur der erfindungsgemaBen Peptide definiert wird. 

Die Venfl/endung der erfindungsgemSBen Peptide bringt im Vergleich zu den bisher 
bekannten Thioninen mit 3 Disulfid-BriJcken m^hrere ,Vorteile. Erstens haben die 
erfindungsgemaBen Peptide durch das Vorhandensein der zusatzlichen Cystein-BrOcke 
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eine bessere StabilitSt gegenQber proteolytischen Enzymen und zeigen dementsprechend 
eine geringere Immunogenitat ais z.B. die bereits erwahnten Viscotoxine. Eln weiterer 
Vorteil der erflndungsgemaBen Peptide liegt in Ihrer erstaunlich guten Wasserldsllchkeit 
und der dadurch erzielten besseren BfoverfOgbarkeit. Dieser Vorteil wird besondere Im 
Vergleich zu bisher bekannten Tliioninen mit 4 Disulfid-BrQcken deutlich. Die frQher 
beschriebenen Thionin-Peptide mIt 4 Disulfid-BrOcken wie z.b: Purothlonlne. 
Avenothlonine Oder Hordothionine sind stark basisch und sehr lipophil und deswegen nur 
gering wasseriSslicli. Sie werden von dem entsprechenden Getreide-Samen mit Hiife 
apolarer Lfisungsmittel wie PetrolStber extraliiert. Deshalb kSnnen wSssrige LSsungen 
dieser Peptide nur schwierig hergesteilt bzw. venwendet warden. 



Isolierung und Herstellung der errindungsgem§Ren Peptide 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch Verfahren zur Gewinnung der 
erfindungsgemaUeh cystelnhaltlgen Peptide - umfasst. Ein solches erflndungsgemSSes 
Verfahren stellt die Extraktion aus der Pflanze Helleborus species dar. Besonders 
bevorzugt wird in diesem Fall eine als erster Verfahrensscliritt durcligefQhrte Entfettung 
,des Pflahzenmaterials unter Verwendung von niclit-polaren LOsungsmitteln oder 
Gemischen nicht-polarer Ldsungsmittei, insbesondere unter Verwendung von tert.- 
Butylmethyletlier. Die Isolierung von erfindungsgemaRen Peptide mit hohem 
Cystelngehalt oder von Gemischen. der erfindungsgemaBen Peptide erfolgt aus Pflanzen 
der Famine Ranunculaceae (HahnenfuBgewachse) und bevorzugt aus Pflanzen der 
Gattung Helleborus (Christrose). Zur Isolierung wird an Luft getrocknetes 
Pflanzenmaterial. bevorzug^ die unterlrdlsche Telle der Pflanze (Wurzel und Wurzelstock) 
venwendfet. Bevorzugt wird zunSchst eine Entfettung des Pflanzenmaterials mit einem 
nicht polaren LOsungsmlttel, bevorzugt TBM (tert-Butylmethylether). durchgefQhrt. Die 
entfetteten und an Lufl getrockneten Wurzein werden anschliefiend mit organischem 
Alkohol / Saure-Gemischen. bevorzugt Methanol 7 Ameisensaure, oder mit Wasser 
enthaltenden LSsungsmittelgemischen, bevorzugt Wasser / Ethanol, bzw. mit verdQnnten 
Sauren, bevorzugt Essigsaure 0.1- 12 %, extrahiert. 

Die flitrierte Extraktionsidsung wird im Vakuum bis auf 1/10 des ursprQngllchen Volumens 
eingeengt und danach mit einem Adsorptlonsmaterial. bevorzugt Aktivkohle. behandelt. 
Das Flltrat wird im Vakuum eingeengt und der TrockenrOckstand in einer minimalen 
Menge Wasser geidst. Durch Zugabe von verdQnnter Salzsaure wirti der pH-Wert der 



w#ssrigen Lbsung \rn sauren Bereich, bevorzugt pH 0.1 - 3.0 eingestellt. Die wSssrige 
Ldsung wird mit einem mehrfachen, bevonzugt zehnfadien Volumen elnes gekOhlten 
organischen Ldsungsmittels Oder L5sungsmittelgemisches, bevorzugt Ethanol / Aceton 
1:3 vereinigt. Der sich bildende heil-gelbe Niederschlag wird filtriert, im Valcuum 
getroclcnet und fQr das weitere Reinigungsverfaliren verwendet. 

Ein alternatives Verfahren zur Gewinnung der erfindungsgemSBen Peptide erfolgt durcli 
deren selel<tive Anbindung an lonenaustauscherharze. bevorzugt an scliwachi saure 
lonenaustauscher. Die am Harz gebundenen Peptide werden mit Hilfe einer.Behandlung 
mit von staric ionischen Losungen, bevorzugt HCI Oder NaCI freigesetzt. 

Die Isoliemng der erfindungsgemSBen Peptide l<ann auch durch selelctive Anbindung an 
spezielle Festplnasen, bevorzugt an Festphasen, die durcli Antigen^Antiltarper oder 
aiinlich hochspezifisclie Wecliselwirlcungen eine besonders selei<tive Isolierung 
ermSgiichen. 

Eine weitere IVletlnode zur Gewinnung der erfindungsgemaUen Peptide erfolgt durch die 
Auftrennung ihrer nativen Gemische mit Hilfe der HochdruckflQssiglceitschromatographie 
(HPLC) im praparativen IVIalistab. Als FlieBmittel werden Acetonitril / Wasser-Gemische 
mit linearem Gradienten verwendet. Durch Zugabe einer starken SSure, bevorzugt 
TrifluoressigsSure, wird ein pH-Wertzwischen 1 und 1.5 eingestellt. 

Daneben bezieht sich die vorliegende Erfindung auch auf Verfahren zur synthetischen 
Gewinnung der erfindungsgem§Ben cysteihhaltigen Peptide und funktioneller Derivate 
dieser Peptide durch Ppptid-Synthese. Die synthetische Herstellung der 
erfindungsgeniSBen Peptide erfolgt durch stufenweise VerknQpfung der einzelnen 
Aminosaure-Bausteine. Dazu werden automatische Peptidsyntheseverfahren 
angewendet. wobei Festphasenverfahren und FIQssigphasenverfahren bevorzugt we'rden. 
Die Methoden sind In M. Bodanszky, Principles, of Peptide Synthesis (B.M.Trost Edit) 
Springer Verlag 1994, auifOhrlich beschrieben. 

Die vorliegende Erfindung umfasst auBerdem die Gewinnung der erfindungsgemaBen 
cystelnhaltigen . Peptide durch gfentechnologlsche . Methoden. Bevorzugt wird die 
gentechnologische Gewinnung durch den Einbau der Gerte der erfindungsgemaBen 
Peptide in das Erbmaterlal einer pflanze, bevorzugt Getreidesorten mit hohem 
Protelnertrag. Eine besonders bevorzugte AusfQhrungsfomi ist in diesem Zusammenhang 
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der Ersatz der Thionin-Gene eines Thibnin-produzierenden Gelreides durch die Thionin- 
Gene der Pflanze Helleborus species. 

Die Herstellung der erfindungsgem§lien Peptide ist aucli durch transgene Exprimierung 
der cDNA Sequenzen moglich. Die identifizierten DNA Segmente (ais cDNA .KIone; als 
Genom-DNA Wone Oder durch Oligonukieotidsynthese hergestellte DMA Segmente) 
konnen in einem blologischen System exprimiert werden. Bevorzugte biologische 
Systeme zur Exprimierung der erflndungsgemSReh Cystein-haltigen.Peptide sind Kuituren 
bestimniter leicht zuganglicher Mikroorganismen wie Escherichia-coli, Pseudomonas oder 
Hefe. 

Zur Herstellung der erfindungsgemalSen Peptide liefern auch Zellkulturen von Pflanzen, in 
welche die die erfindungsgemaden Peptide dekodierenden Gensequenzen eingebaut 
sInd, gute Eigebnisse. FQr die Transfomnation der venwendeten Pflanzenzellen werden 
bekanntB Methoden venwendet. Bevorzugt werden Ti-Piasmide von Agrobacterium, 
Elektro-Potation oder Mikroinjektion verwendet. Die genetisch verSnderten Pflanzenzellen 
kOnnen auch als Pflanzen regeneriert werden, in welche die die erfindungsgemSlien 
Peptide kodierenden Gensequenzen im Genom stabil eingebaut blelben. 

FQr den Einsatz der erfindungsgemSBen Peptide auf dem phamiazeutischen Gebiet 
kfinnen spezlelie chemische Modifikationen der Peptide vorgfenommen werden, dgrch die 
eine ErhShung der BloverfQgbarkeit erreicht wird. Die.Erfindung betrifft daher auch die 
chemische Modifikation der erfindungsgemaBen Peptide durch ihre Transformation in eine 
makrocydlsche Verbindung, bevorzugt durch die SchlieBung einer zusatzlichen Bindung 
zwischen den zwei AmlnosSuren am Anf^ng und am Ende der Peptid-Kette oder in der 
Nahe der bekien Enden. Das so hergestellte makrocydlsche Peptid weist vorteilhafte 
physlologische Eigenschaften, insbesondere eine erhohte Stabilitat gegenOber 
proteolytlschen und anderen Enzyme auf. Zur Herstellung der cyclischen Verbindungen 
weiiden Qbliche Reagenzien. wie Carlpodlimide, insbesondere 1 -Ethyl 3-(3- 
dimethylamlnopropyl)-carbodiimid (EDAC) venvendet. 

Im Rahmfen der vorliegenden Erfindung kdnrien die Hellethionine auch . durch gezielten 
Ersatz elner .oder mehreren Aminosaure-Elnheiten durch eine natOriiche oder 
synthetische AmlnosSure, bevorzugt durdh eine aromatlsche AmInosSuiB wie Tyrosin 
modifiziert werden. Eine solche Anderung der AminosSuresequenz kann durch gezlelte 
Mutationen des eine DNArSequenz der erfindungsgemSBen Peptide exprimierendeh Gdn- 




Segments erfolgen. Bevorzugt wird dabei die SPI (selective pressure incorporation) 
Metliode (C. Minks et al. in Tetrahedron, 56 (2000) 9431-9442) angewandt. 

Ein Derivat, das durch geringfQgige cliemlsche Umwandlung einer oder mehrerer 
AminosSure-Bausteine der Heliethionlne hergestellt werden kann, ist ebenfails Bestandteil 
der vorliegenden Erfindung. Eine solcfie.Derivatisierung fOlnrt zu einer gezieiten Anderung 
der tlierapeutisclien Eigenscliaften der Peptide. Bevorzugt wird die Umwandlung der 
Hydroxy-Gnjppen enthaltenden Amiriosauren wie Tlireonih oder Tyrosin in Ester-Derivate 
.Oder Halogen-Derlvate. Die Umwandlung der freie COOH-Gruppen enthaltenden 
Aminosauren in Ester-Derivate oder Amid-Derivate ist ebenfails Bestandteil der 
vorliegenden Erfindung. Die Alkylierung, bevorzugt Methylierung, der freien Amino- 
Gruppen oder anderer funktioneller Gruppen fOhrt zu einer verbesserten BioferfDgbarkeit 
und Ist ebenfails Bestandteil der vorliegenden Erfindung. ' 

Verwendung der Peptide , 

Die erfindungsgemaUen cqrsteinhaltigen Peptide. Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide 
und funktionelle Derivate dieser Peptide konnen bei der Behandlung von Krankheiten 
ven«endet werden, insbesondere bei der Behandlung von durch Pathogenen 
verursachten Krankheiten. 

Daneben kdnnen die erfindungsgemaBen cysteinhaltigen Peptide, Gemisciie dieser 
cyistelnhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide bei der Behandlung von 
durch Bakterien. Fungi oder VIren verursachten Krankheiten venvendet werden. 

Die erfindungsgemaBen cysteinhaltigen Peptide, Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide 
und furiklionelle Derivate dieser Peptide kSnnen insbesondere bei der Behandlung von 
Krankheiten bei IWIensch und Tier, insbesondere bei grdBeren Tieren, bevorzugt Pferden 
veoA/endet werden. 

Besonder© Vortelle bringt es mit sich, die erflridungsgem§Ben cysteinhaltigen Peptide, 
Genilsche dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivat© dieser Peptide bei der 
Behandlung von Krankheiten, die durch fehlerhafte Bioregulation des Immunsystems 
verursacht sind oder von einer fehlerhaften Bioregulation des Immunsystems begleitet 
werden, zu venwenden. 



AuBerdem kOnnen die erfindungsgemaiJen cysteinhaltigen Peptide, Gemische dieser. 
cystelnhaitigen Peptide und funl<tlon'elle DeriVate dieser Peptide bei d^r Behandlung von 
Autoimmunl<ranl<heiten, laei der Behandlung \^on Krebserlcranlcungen und bei der 
Behandlung von AIDS besonderserfoigreich venwendetwerden. 

Die vorliegende Erfindung umfasst auBerdem pharmazeutiscHe Zubereitungen, die ein 
Oder mehrere erfindungsgdmalie cysteinhaitige Peptide und/bder funktioneile Derivate 
dieser Peptide beinhalten. Besonders bevorzugt werden phannazeutische Zubereitungen,. 
die zusatzlich wenigstens ein.Kohlensuboxid-Derivat umfassen. 

Im Rahmen der yorliegenden Erfindung werden unter dem . Begriff "Kohlensuboxid- 
Derivate" vom anorganigchen Kohlensuboxid C3O2 abgeleitete Naturstoffe verstanden wie 
•sie in der DE 196 00 301 beschrieben sind. Auf die DE 196 00 301 wird in diesem 
Zusammenhang ausdrOcklich Bezug genommeh. Die Offenbamng der DE 196 00 301 
wird insoweit in die voriiegende Erfindung einbezogen. 1st also im Rahmen der 
vorfiegenden Anmeldung von einem "Kohlensuboxid-Derivat" die Rede, so werden von 
diesem Begriff sSmtiiche in der DE 196 00 301 beschriebenen chemischen Verbindungen ^ 
umfasst Die Herstellung und Charakterisierung der Kohlensuboxid-Derivate ist ebenfalls 
in der DE 196 00 301 beschrieben. Durch die Wirkung dieser Kohlensuboxid Derivate auf 
die als P-Typ ATP-asen bezeichneten Membran-Proteine (Kerek et al., Biochini. Biophys. 
Acta 1567, 213-220 (2002)) ist kann eine Beeinflussung der biologischen Aktivitat der 
erfindungsgemdB'en Peptide erfolgen. 

Von der vorilegenden Erfindung werden auch die erfindungsgemSBen cysteinhaltigen 
Peptide, die Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide, die funktionellen Derivate dieser 
Peptide und/oder. die phannazeutisch akzeptabien Saize dieser cysteinhaltigen Peptide 
zur Herstellung einer pharmazieuHschen Formullerung fOr die Behandlung von 
Krankheiten, insbesondere fOr die Behandlung von durch Pathogdnen verursachten 
Krankhelten umfasst 

Besondere Vorteile bringt in diesem Zus'amrnenhang die Herstellung einer 
phamnazeutischen Formullerung fQr die Prbphylaxe und/oder Behandlung von Krebs mit 
sich, wobei es sich bei dem Krebs urn einen Krebs aiisgewahlt laus der Gruppe bestehend 
aus Blasenkrebs. Bnjstkrebs, Krebs des zentralen Nen/ensystems, Dickdarmkrebs, 
Magenkrebs. Lungenkrebs, . Hautkrebs. Kopf- und Naokenlwebs, Elerstockkr«bs, 



Gebarmutterhalskrebs, Gliobiastomkrebs, ■ Prostatakrebs, Hodenkrebs, Leukamie, 
Leberkrebs, NIerenkrebs und Epithel-Krebsarten handett. 

Die vorllegende Erfindung umfasst auch . Arzneimittel, die ein Oder mehrere 
erfindungsgemaBe cysteinhaltige Peptide und/oder funktionelle Derivate dieser Peptide 
enthalten. Besonders bevorzugt werdeh Arzneimittel, die zusatzlich wenigstens ein 
Kohlensuboxid-Derivat enthalten. 

Die erfindungsgemalien cysteinhaltigen Peptide l^onnen sowohl als Abwelirstoff gegen 
Pathogene als auch als pharmazeutischer Wirkstoff zur Bekampfung der von den 
Pathogenen verursachten Infektionen und Kranklieiten verwendet werden. Insbesondere 
ist der Einsatz gegen Krankheiten moglich, die durch eine clironiscli fehlerhafte 
Immunreguiation gekennzeichnet sihd wie z.B. Autoimmunkrankheiten, Krebs oder AIDS. 
Die erfindungsgemalien cysteinhaltigen Peptide kennen separat als einzelne Substanz, 
aber auch als Gemisch niehrerer Peptide oder zusammen mit anderen bereits bekannten 
Wirkstoffen und Tragermaterialien eingesetzt werden. 

Eine bevorzugte Anwendung der erfindungsgemaBen cysteinhaltigen Peptide besteht in 
der UnterstQtzung der Abwehr biologischer Organlsmen, Insbesondere Pflanzen, 
gegenQber bakteriellen. ftingalen, ylralen oder anderen Pathogenen. Diese Anwendung 
kann durch ZufQhrung des Peptids in die von der Pflanze auigenommenen NShrstoffe / 
FIQssigkeiten oder durcrfi Aufbringung der das Peptid enthaltenden Ldsung auf die 
Oberfiache der Pflanzenbiatter erfolgen. 

! 

Von der vorliegenden Erfindung umfasst ist auch der genetische Einbau von 
Gensequenzen, die ein erfindungsgemaiXes Peptid exprimieren, In das Genom eines von 
einer Krankheit bedrohten Organismus, bevorzugt in das Genom von Pflar^zen. Die 
erhohte Resistenz des durch diese genetische Anderung erzeugten neuen Organlsmus 
bietet einen fdr Mensch und Umwelt deutlich schonenderen Schutz gegen Pathogene als 
die bisher bekannten chemischein Pestlzlde. j 

Die erfindungsgemaBen Peptide kannen in Shnllcher Weise zur praventiven Starkung der 
Abwehrkrafte anderer, Insbesondere tierischer Organlsmen gegenuber Pathogen^ 
Infektionen unterschledlicher Art eingesetzt werden. Durch diese Art der Anwendung 
werden Pathogen-tragende Insekten, Nematoden und andere ' erfolgreich bekampfl. 
Dadurch wird die Obertragung bzw. Freisetzung.der Pathogene sehr effizlent verhlndert 



und dies eventuell sogar nbch bevor deren krankheitserregende Wirkurig sich entfalten. 
; kann. 

EIne weitere Anwendung der erfindungsgemaiien Peptide erfolgt durch Applikatipn an 
einem mit Pathogen bereits infizierten biologischen, insbesondere tierischen Organismus. 
Dadureh werden die schSdIichen Folgen der bakterielleh, viralen oder anderer Infektionen 
neutralislert oderzumindest minimiert. Zu diesem Zweck wird das Peptid oder das Peptid- 
enthaltende Gemisch so eingesetzt, dass eis zusammen mit den eigenen AbweiirkrStten 
des Organismus eine deutlich wirksamere Bekampfung des Pathogens bewirkt. 

t 

t 

Die erfindungsgemSBen Pep^de fQhren bei Menschen und Tieren zu einer.signifikanten 
Herabsetzung der Exprimierung einiger pro-inflammatorischen Zytokine, Insbesondere 
von IL-2, IL-3, IL-4 und y-IFN. Die erfindungsgemSlieri Peptide sind also f§hig dje gegen 
das eigene Gew^be' gerichteten auto-aggressiven Vorgange, insbesondere bei 
Autoimmunkrankheiten, signifikant zu reduzieren. ' . . 

Durch SUmullerung von inhibitorischen Zytokinen,. Insbesondere von TGF beta sirid die 
erfindungsgemaiSen Peptide In der Lage, die Aktivitat der bei Autoimmunkrankheiten 
pathologlsch Oberaktlvierten prlmaren humanen Immunzellen zu verringem. Besonders 
vielversprechende experimentelle Ergebnisse warden bei topischer Anwendung der 
erfindungsgemaiXen Peptide bei Hautkrankheiten mit Autoimmun-Charakter, 
Insbesondere b^i der Behandlung von Psoriasis, erhalten. 

Durch die Stimuilerung der Produktlon des suppressiv und gegebenenfails regulatorisch 
wirkenden Zytokins IL-IO wird durch die erfindungsgemaiien Peptide das normals 
Gleichgewicht zwischen den pro- und antl-inflammatorischen Zytokinen. das bei 
Autoimmunkrankheiten und anderen chronischen Erkrankungen au&er Kontrolle gerat, 
wiederhergestellt. » 

Die erfindungsgemaOen Peptide Qben eine effiziente und zum Tei| selektive Henimung 
auf die Vennehrung maligner Krebszellen aus. Dies konnte durch ZellkulturexpjBrimente 
bestatigt wetden. 



Verwendung von Peptidgemischen . 

Von der vorliegenden Erfindung werden auch pharmazeutische Zubereitungen und 
Arzneirriittel umfasst. die ein erfindungsgemaBes . Peptid oder ein Gemisch 
erfindungsgemSBer Peptide als wirksamen Anteil belnhalten. Welterhin sind 
pharmazeutische Zusammensetzungen und Arzneimittel umfasst, die ein 
ei4indungsgemaBes Peptid oder ein Gemisch erflndungsgemaSer Peptide zusammen mit 
wenigstens einem, bereits bel<annten Wirkstoff und/oder zusammen mit ph^rmazeutisdi 
vertriaglichen und annehmbaren Verbindungen und TrSgern enthalten. 

Die. Venwendung eines erfindungsgemaBen Peptids zusammen mit den als MCS 
bezeichneten Kohlensuboxid-Derlvaten fQhrt zu eine deutlich verbesserten 
BioverfQgbari<eit und immunregulatorischen Wirksaml<eit des Peptids, insbesondere bei 
onkoiogischen AnWeridungeh (siehe.Beispiele). 

Zur Erhfihung der Selektivltat bei der BekSmpfung mallgner Tumorzellen k6nnen die 
erfindungsgemSBen Peptide mit tumorspezifischen Antigenen gekoppelt werden. GemSB 
elner bevorzugten AusfQhrungsform wird das Peptid mit der Sequenz Ht-C1 an den 
gegen Humane Prostata-Karzlnomzellen gebildeten und durch Affinitatschromatographie 
isoiierten AntikOrper gebunden. Die Bindung erfolgt mit Hilfe von bel<annten 
Kopplungsreagenzlen wie Carbodiimiden, bevbrzugt mit dem wasserloslichen 1-Ethyl-3- 
(3-dimethylamihopropyl)-carbodlimld(EDAC). 

GegenQber der Verwendung einzelner eifindungsgemSBer Peptide bietet die Venwendung 
eines Gemisches der erflndungsgemaSen Peptide deutllche Vorteile. Im Vergleich zur 
Anwesenheit von nur eInem Agens erschwert nSmiich ein Gemisch von mehreren 
Wirkstoffen die Resistenz-Bildung des Pathogens. Die selben Vorteile ergeben sich 
sowohl be! der biologischren Abwehr durch die transgene Exprlmierung des 
Peptidgemisches als auch bei der KrankheltsbekSmpfung dureh Verabreichung der 
Peptide an den bereits erkrankten Organlsmus. 

Die erflndungsgemaBen Peptide kdnnen also als Wirkstoff auf die oben beschriebehen 
Arten eingesetzt werden. Neben der Venwendung der. einielnen erflndungsgemSBen 
Peptide werden die erfindungsgemSBen Peptide als Gemisch rnetirerer Peptide ebenso 
eingesetzt wie zusammen mit anderen Substanzen. Insbesondere zusammen mit 




Kohlensuboxid-Derivaten. Als Darrelchungsform kommen Injektionen, Spray und eine 
, toplsche Applikation in Frage, 

Die erfindungsgemalien Peptide werden bei jeder Art von Applikation In einer 0,0001 bis 
10%igen LOsung, insbesondere in einer 0,01 bis 1%igeri Losung, besonders bevorzugt in 
» einer ungefShr 0,2%igeh Losung eingesetzt. Besonders bevorzugt wird die Verwendung 
eines wassrigen Peptidgemisclies. Die Behandlung kann zB. durch Gabs von tagilch 3 x 
10 ml der vyassrigen Peptid-Losung erfolgen. 

« 

Die erfindungsgemaBen Peptide kSnnen den zu behandelnden Menschen, Tieren oder 
Pflanzen als Relnstoff verabreicht werden oder als pharmazeutische Zusammensetzung, 
wobei sie Im Gemisch mit Tr^gerstoffen oder VerdQnnungsmitteln in therapeutisch 
effektiver Dosierung verabreicht werden. Solche therapeutisch effektiven Dosen konnen 
separat oder in Verbindung mit anderen therapeutischen Verbindungen verabreicht 
werden. Bei der Verwendung zur BehandiUhg vori Krebs kommen in diesem 
Zusamrhenhang antl-proliferative und anit-anglogen^ Agenzien wie zytostatische oder 
zytotoxische Anti-Tumor-Agenzlen wie z.B. SFU, Cisplatin in Frage oder auch 
Proteinklnaselnhlbitoren wie der Flk-1/KDR Inhibitor CGP 79787. die Verbindungsklasse 
der Indolocarbazole, wie z.B. G67612. die Verbindungsklasse der Bisindolymaleimide, wie 
Z.B. LY 333531, GF109203x, Ro 32-0432. Ro 31-8220, die Verbindungsklasse der 
Balanol-Derivate. wie . Z.B. SPC 100840, die Verbindungsklasse der Antisense- 
Ollgodeoxlnukleotide, wie z.B. CGP 64128A und VEGF Antisense Oiigonukleotid, die 
Verbindungsklasse der Alkyl-lyspphospholipide, wie z.B. ET-18-OCH3, Inhibitoren der 
Wachstumsfaktor-Rezeptoraktlvlerung wie anti-HER2/neu Antikarper, Trastuzumab 
(Herceptin), Inhibitoren der Wachstumsfaktor-Rezeptor-Kinaseaktivitat wie die 
Verbindungsklasse der Phenylamlnochinazoline, wie z.B. PQ 153035, ZD 1839 und CP- 
358774; die Verbindungsklasse der substltuierteri Pyrlmldine umfassend Pyrido-, Pyrrole-, 
Pyrazolp-, Pyrimido^ und Phenylaminopyrimidine, vM'e z.B. PD 158780, PD 166285, CGP 
59326, CGP .60261 und CGP 62706, die Verbindungsklasse der Tyrphostine, wie z.B. 
AG1478, RG 13022 und AG 825, die Verbindungsklasse der Lavendustine, wie z.B. 
Lavendustin A, die .Verbindungsklasse der DIahilinophthalimide. wie z.B. CGP54698, 
sowie Verbindungen ausgewahK aus der Gruppe bestehend aus Inhibitoren von 
MAPKKK, Inhibitoren von MAPKK, Inhibitoren von MAPK wie z.B. PD098059, U0126 odfer 
SB203580, Interferon alpha, rekombinanter Faktor 4 fQr Blutpiattchen, Angiostatin oder 
die polyanionische Verbindung Suramin. Die vorlfegende Erflndung umfasst auch die 




Kombination der erfindungsgemS&en Peptide mit etner der oben angegebenen 
Verbindungen. 

Techniken fQr die Formulierung und Gabe der erfindungsgemafien Peptide konnen in 
"Remington's. Pharmaceutical Sciences" Mack Publishing Co., Easton PA gefunden 
werden. Eine Zusammehsetzung, die eines der erfindungsgemailen Peptide umfasst, 
kann in Form einer Losung des erfindungsgemaHen Peptids in einem flussigen 
pharmazeutischen TrSger oder in jeder anderen Formulierung wie Tabletten, Piilen. 
Dragees, Kapseln. Gel. Sirup. Brei, Suspension und ahnlichem vorliegen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand von AusfQhrungsbelspielen Im Zusammenhang mit ^ 
den Figuren naher erlautert werden. Es ieigen 

Fig. 1 die Struktur des Hellethionlns HT-D; 

Fig. 2 ein HPLC-Dlagramm eines Helletliionin-Gemisches; 

Fig. 3 die Wirkung unterschiledliclier Konzentrationen des Helletlnionins HT-G auf 

^ Brustkrebszelien des Type IMCF-7. 



Wage zurAusfOhrung der Erfindung 

Beispiel 1: Gewinnung. eines Peptld-Gemisches 

Rund 10 kg grob gemahlene Wuizei und Wurzelstock von Helleborus niger (Fam. 
Ranunculaceae) werden 6 Stunden mit 50 I TBIW-Hexan-Gemisch (1:1) behandeit. Das 
entfetlete und an Luft getroclcnete Pflanzenmaterial wird zweimal mit jeweiis 60 1 EtOH 
50% ca. 24 Stunden uniter leichtem RUiiren bei Zimnriertemperatur extrahiert. Die 
vereinten aikoholisch-wSssrigen UOsungen werden im Vakuum-Rotationsverdampfer bei 



70 "C bis zur Trockene eingeengt. Der .TrockenrOckstand wird dreimal mit je 3 I 0,05 N 
SalzsSure behandelt, die resultierenden w^ssrigen Emulsibnen werden vereint und 
sukzessiv mit je 10 I Hexan, Chloroform und TBM extralilert. Die w§ssrige Phase wird Im 
Vakuum auf ca. 10 I Volumen eingeengt und die Losung mit ca. 200 g Aktivkohle 
behandelt (2 Stunden). Das Filtrat wird Im Vakuum bis auf 1.0 I eingeengt. Das wSssrige 
Konzentrat wird mit Hilfe einer 1 N HCI Ldsung auf den pH-Wert 1,2 eingestellt.und unter 
starkem RQhren in das zehnfache Volumen gekQhItes (10 "C) Aceton eingegossen. bar 
sich bildende weiQe Niederschlag wird durch Zentrifugation von dem Oberstand getr^nnt 
und im Vakuum getrocknet. Der trockene Niederschlag wird anschlieliend in einer 
minimalen Menge Wasser aufgeldst und in ein ca. zehnfaches Volumen gekQhItes Aceton 
unter RQhren eingegossen. Dieser Prazipitations-Vorgang wird noch einmal wiederholt, 
das erhaltene Gemisch der cystelhhaltigen Peptide in Wasser aufgelost und liophilisiert. 

Das Gemisch der erfindungsgemafien Peptide wird durch HPLC charakterisiert (Figur 2). 
Dazu wurde eine Nucleosil 100-7, C-18 Sdule (Macherey-Nagel DOren) mit 250 mm 
LSnge und 21 mm ID vera/endet. Bei einer Flussrate von 3 ml/min und einem linearen 
Elutionsgradienten yon 20 - 50% Acetonitril in 25 min. eluieren die erfindungsgemSBen 
Peptide wie folgt: 

IHeiiethionin-A 14,4 min. 

Hellethionin-B1 bis Heliethionin-B6 16,1 min. 

Hellethionin-C 16,9 min. 

Hellethionin-D 18,3 min. 

HellethioninrEI, Hellethionin-E2 20,1 min; 

• " ' • . 

Beispiel 2: Gewirinung des relnen Peptids HT-D 

Rund 1 kg gemahiene Wurzein der Pflanze Helleborus purpurascens werden 4 Stunden 
mit 10 I verdQnnter Essigsdure (5% In Wasser) bei 40"C extrahlert. Die filtrierte L5sung 
wfrd Im Vakuum bis auf I I eingeengt. Danach werden in der L6sung ca. 400 g 
Ammoniumsulfat gel5st. Der sIch bildende Niederschlag wirxJ djurch Zentrifugleren 
abgetrennt, in einer minimalen Menge Wasser aufgeldist und die Ldsung zu einem 
Gemisch von 3.6 I Aceton und 1.4 I Ethanol unter krafllgem RQhren zugefQgt. Die Bildung 
des Niederschlags im, Aceton / Ethanol-Gemisch wird noch zweimal wiederholt und das 
erhaltene Peptid-Rohgemisch in Wasser aufgeldst und liophilisiert. 
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Danach werden 6 g liophilisiertes Rohgemisch des Peptids aus der Gattung Helleborus in 
100 ml 20% Acetonitril / Wasser mit 0,1% Gehalt an Trifluoressigs§ure aufgelost und mit 
Hilfe der prSparativen HochdruckflQssigkeitschromatographie (HPLC) in einzelne 
Komponenten aufgetrennt. Zu diesem Zweck wird die ProbelSsung in aliquoten Mengen 
auf eine Nucleosil 100-7, C-18 Saule (Macherey-Nagel DOren) mit 250 mm LSnge und 21 
mm ID (Innen-Durchmesser) aufgetragen. Die Trennung erfolgt be! einer Flussrate von 3 
ml/min mit Hilfe eines linearen Elutionsgradienten von 20 - 50% Acetonitril in 30 Minuteri. 
Die einzelnen reinen' Peptide werden mit Hilfe eines Probensammlers vbm Typ FRAC-100 
der Fa. Pharmacia-Biotech aufgefangen. Das reine Peptid HT-D wird in dem. 
Retentlonszeitbereich von 17.9 - 18,7 min. aufgefangen. 

Die PrQfung auf Relnhelt des isolierten Peptids Hellethlonin-D erfolgt durch analytische 
HPLC mit Hilfe einer "Luna-CN" SSule der Fa. Phenomenex (Offenbach) mit 200 mm 
Lange und 4 mm Durchmesser unter Verwendung eines linearen Gradienten von 5% bis 
85 % Acetonitril in 40 Minuten. 

t , * • 

, Das NMR Spektrum von reinem Hellethionln-D in Wasser wurde mit der durch Edman- 
Abbau besitimmten Aminosdure-Sequenz konreliert und die einzelnen Signale mit Hilfe von 
NOESY- und TOCSY-Spektren zugeordnet. In der Tabelie 1 sind die durch diese 
Konrelation erhaitenen einzelnen Resonanz-Signale fOr HT-D dargestellt. 



Tabelie 1: ^H NMR Signalzuordnungen fOr Hellethionin-D 



Posi- 
tion 


Amino- 
siure 


H-N 


H-C 

alpha 


H - C beta 


H-C 
garnma 


H-C 
delta 


andere 


1 


Lys 




3,72 


1,36-1,47 


0,83 


1,1-1,03 


HE: 2,64 HZ: 
7.17 


2 


Ser 


8,52 


4,65 


3,41-2,96 








,3 


Cys 


8,45 


4,6 


4,12-1,93 








4 


Cys 


9,47 


4,9 


'2,60-2,14 








5 


Arg. 


.7,52 


3.51 


1,65 


1,35-1,30 


2,93-2.62 


H-E:7,00 . 


6 


Asn 


6,82 


4,46 


3,01 


7.51-6,45 




, ' L 


7 


Thr 


8,3 


3,58 


3,79 


0,94 






8 


Leu 


7,65 


3,77 


1,38-1,29 


0,57-0.61 








9 


Ala 


8 02 


4,07 


1,52 








10 


Am 


7 68 


4.16 

r 


1 ,92-1 ,36 


1 .59 


3,06-3,30 


HE: 8,07; HH: 
6.10 

W| 1 w 


11 


Asn 


8.16 


4,21 


2.64-2,60. 


6.7-7,29 


■— T— - 




12 


Cys : 


8.15 


3,89 


3,58-2,72 








13 


Tyr . 


8.74 


3.36 

t 


. 3.06-2,89 






HE': 6.40 


14 


Asn 


8 55 


'A 


O no O ISO 


7,6 






15 


Ala 


7.63 


3.93 


1,19 




- 




16 


Cys 


7,98 . 


3.8 


2,83-2,78 








17 : 


Arg 

V 


8,26 

• 


3,79 


1,48-1,37 


0.88-0 62 


2 72-2 15 


nc.. Q, nn. 
6.8-6,3 


18 


Phe 


8 


4,01 


3,07-2,94 




HD; HE; 
HZ: 7.01 
-6.91 




19 


Thr 


7.24 


3,94 


4,27 


1,06 






20 


Giy 


7.24 


4,04-3,30 










21 




7.88 


3.73-3,12 










22 


Ser 


8.45 


4,03 


3,90-3.74 








23 


Gin . 


9,01 


3,76 


1,84-1,73 


2,20-1.95 


1,95 


HE: 7,1-6,58 


24 


Pr 




4,05 


1.99-1,56 


1,78-1,65 


3,54-3,39 




25 


Thr 


7,1 


3,55 


3,8 


0.84 






26 


Cys. 


8.4 


4.28 


2,29-2.16 








27 


Gly 


8,42 


3.83-3,45 










28 


[ii 


7,44 


3,66 


1,67 


1,41-1,01 


0 56 

w,ww 




29 


Leu 


7,81 


3,81 


1,54-1.45 


1,28 


0,57 

w,w> 




30 


Cys 


7.4 


4,51 


3,54-2,65 








31 


Asp 


7,7 


4,27 


3.36-2,62 








32 


Cys 


8,84 


5,24 


2,64-1.79 








33 


lie 


.8.64 


4,25 


1.4 


0,57-0,7 


-0,01 




34 


His 


8.52 


4,82 


2.73-2.69 


8,53 






35 


Val 


7,96 


4.44 


1.99 


0,44-0,39 






36 


Thr 


8,54 


4,15 


4,21 


0,89 






37 


Thr 


6,65 


4,17 


4,31 


0,91 






38 


Thr 


8,22 


3,82 


4.02 


0,93 






39 


Thr 


6.78 


4,16 


3.79 


0,82 






40 


Cys 


8,67 


4,59 


3.55-2,14 










41 


Pro - 




. 4,29 


1,98-1,84- 


1,5 


. 3,51-3,30 




42 


Ser 


8,55 


3.94 


3.71-3,59 




t 




>43 


Ser 


7,62 


3,87 


3.76-3,65 








44 


His 


7,41 


4.37 


2,21-2,01 


6,72 




HE: 8.44 


45 


Pro 




4 


1,66 


1,66 


3,42-3.07 




46 


Ser 


.7.78 


4,04 


3,42-2,56 









Beispiel 3; Wlrkung des Peptids HT-A aufdie Zytokin-Produktiqn von primaren humanen 
Immunzellen . 

Die Wirkung des Peptids HT-A auf die Zytokin-Produktiori von primaren humanen 
Immunzellen wurde durch die Messung der Konzentration von Zytokinen In aus humanen 
Blut gewonnenen Lymphozyten-Kuituren ermittelt. Es wurden Dosierungen von 4 - 200 
Mg/ml der Hellethionine angeweridet, die durch Zugabe der emechneten Mengen in Fbrni 
einer Stammlosung erhalten wurden. Die konzentration einzelner Zytokine in den Mess- 
bzw. Kontrollproben wird mit Hilfe der kommerzlell erhaltllchen "Quantikine" ELISA Platten 
der Fa. R&D Biosystems, Minneapolis, USA, ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit 
Kontrollproben, d.h. mit der Lymphozytenkultur ohne Zugabe des Peptids verglichen. 

Bel den mit 4 \xq bzw. 200 |jg Peptid HT-A behandelten Lymphozytenkulturen (4 Millionen 
Zellen pro ml) wurden die folgende Zytokin (bzw. Zytokln-Rezeptor) Konzentrationen 
[pg/ml] im Verglelch mit der Kontrollprobe (ohne Peptid) erhalten: 



Zytokin/Peptid 


Kontrolle 


HTrA 


HT-A 




(ohne Peptid] 


[4 pg/ml] 


[200 pg/ml] 


gehemmt 








lL-2 [pg/ml] 


9.390 


1.940 . 


1.855 


IL-^[pg/mi] 


41 


26 . 


8 


IL-4 [pg/ml] 


34 


19 


12 


Y-IFN [pg/ml] 


11.605 


7.454 


7.504 


IL-^R [pg/mQ 


171 


100 


65 



stimuliert 






' ■ 


IL-iO 


69 


288 


12 


IL - 2R 


44 


30 


,67 


TGr-pz 


9 


105 


45 • 


nicht beeinflusst , 








iL-e 


1.095 


1.100 


1.130 


IL-1RA 


2! 170 


2.204 


2.467 


TNF-a . 


2.105 


1.860 


2.085 



biese Daten zeigen, dass das Peptid HT-A die Exprimierung von mehreren, pro- 
inflammatorisch wirkenden Zytokinen wie z.B. IL-2, IL-3, IL-4 und y-IFN hemmt. Durch 
UriterdrQckung der Produktion dieser Zytokine fQhrt die Verwendung des Peptids zur 
erwQnschten Reduzlerung der schadlichen autoaggressiven VorgSnge autoimmuner 
Krankheiten. 

DarQber hinaus zeigt das Peptid HT-A eine Stimulierung der suppressiv wirkenden 
Zytokine wie z.B. IL-10 und TGF-P2. Interessanterweise ist die Stimulierung dieser 

Zytokine be! geringer Peptld-Konzentration (4 |jg/ml) deutlich intensiver als bei hSherer 

1 ... 

Doslerung (200 pg/ml). Es wird vermutet. dass be! hoher Peptid-Konzentration die 
unspezifische zeilulare Toxizitat des Peptids die bei kleineren posen beobachtete 
Stimulation UberdecRt. 

Das untersuchte Peptid HT-A zeigt auf die Produlction einiger Zytol<ine wie z.B. IL-6 Oder 
TNF-a und auf die Exprimierung des IL-1 Rezeptors keinen signlfilcanten Einfluss. 

Beispiel 4: Wirkurig des Peptids HT-C auf die Proliferation von humanen Krebszellen 

Die Untersuchungen wurden an der Brustkrebs-Zelll<ulturlinie MCF-7 durcligefDIirt. Ais 
Vergleicli diente eine Zelll^ulturljhie aus nicht differenzierten Brust-Epithei-Zelien des Typs 
IWCF-10A. Die entsprecliende Zeilen (ca. 10' /nr>l Probe) wurden in dem Standard Diy^EM 
Kulturmedium zunSclist stimuiiert. Nach 24 Stiinden wurde das Peptid HT-C zugefQgt und 
auf diese Weise Konzentrationen zwischen 0,2 und 400 pg/ml eingesteiit. Die PrOfung der 
von dem Peptid verursachten VerSnderungen erfoigte in 24 Stundeivlntervallen in einem 
Zeitraum von bis zu 6 Tagen. Das Peptid HT-C verursacht bereits bei geringen 



Konzentrationen, namlich schon ab 2 |jg /ml ; eine sehr deutliche Hemmung der 
Vermehrung der MCF-7 Zeljen (Figuir 3). 

I , • . . . 
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Das Peptid HT-C hatte unter den selben Bedingungen eine signifikant geringere 
Hemmung auf die. Vermehrung der nicht malignen Epithel-Zellen von Typ MCF-1 0. 

r '• , ' , " ' 

Beispiel S: Wirkung der Peptid-Gemische auf die TumorentwicMung bei MSusen 

Bei der Studie wurde die Wirkiing der erfindungsgemaBen Peptide im Gemiscin auf die 
Tumorentwicklung der mit WAZ-2T Zelien inolculierten weiblichen Mause des Typs 
BALB/c mIt etnem KSrpergewicht von 20 bis 24 Gramm untersucfit. ZunSciist wurde die 
Pathogenitat des Zellstammes durch die lnol<ulation einer steigendfen Dosis von 0 bis 10° 
Tumoiz^llen in den reciiten Bmst-Fettpolster der TIere (12 Miuse / Dosis) ermittelt. 
Dieser Vorvereucli ergab, dass die Venwendung einer Dosis von 2,5 x 10' Tumorzellen zu 
einer Tumorhaufigkeit von 66,7% fOhrte, d.li. bei zwei von drei IViausen entwicl<elte sich 
ein palpabler Tumor. Der Durchmesser des Tumors wurde taiglicii gerhessen und mit 
einem Wert von 0,1 cm fOr die Hautdiclce des Tieres komgiert. Das Volumen wurde unter 
der Annahme einer kugelfdmnigen Gestalt des Tumors berechnet. Die Mause vvurden am 
Tag 120 Oder, falls der Tumor einen Durchmesser von mehr als 1,8 cm enreicht hatte, 
frOher geopfert Die 80 Tiere wurden in vier Gruppen (I bis IV) mit Je 20 Mausen unterteilt. 
Am Tag Null wurde alien Tieren eine Suspension von 2,5 x 10® Tumorzellen inokuiiert 

Die TIere In der Gruppe I (Kontrollgruppe) erhielten ihr normales Putter ohne Zusatz des 
Peptidgemisches. Die Entwicklung des Tumors war bei positiv reagierenden Tieren 
erfahmngsgemaB ab der vierten Woche nach der Inokulation messbar. Am Tag 50 nach 
der Inokulation hatte sIch bei insgesarfit 14 Tieren dieser Gruppe ein gut messbarer 
Tumor' entwickelt. Die , Tuniorihzidenz am Tag 50 lag also bei 70%. Das 
DurchsQhntttvolumen des Tumors bei den positiven Tferen wurele wie folgt bestimmt: 

Tag 50 0,81 cm» 

( Tag 60 1,23 cm» 

Tag 70 , 1,74 cm» 

Die Tiere der Gruppe II erhielten ab deim ersten Tiag der inokulation taglich. 0,4 pg des 
erfindungsgemasen Peptidgemisches zu Ihrem Putter zugemischt. Am Tag 50 nach der 




Inokulation war nur bel 4 Tieren ein palpabler Tumor gut messbar. Die Tumorinzidenz am 
Tag 50 lag also bel 25%. Das Durchschnlttvolumen des Tumors bei den posltlven Tieren 
wurde wfe folgt bestimmt: 

tag 50 0,32 cm' 

Tag "so ■ , 0.57 cm' 

Tag 70. 0,71 cm» 

Bei deti Tieren der Gruppe III wurde die Behanidlung mit dem Peptidgemisch erst ab d6m 
7. Tag nach der Inokulation begonnen. Es wurde eine tSgliche Dosis von 0,4 |jg 
Peptidgemisch pro Tierzum Putter zugemischt. Am Tag 50 nacii der Inokulation war bei 
insgesamt 9 Tieren ein palpabler tumor gut identifizierbar. Die Tumorinzidenz am Tag 50 
lag also bei 45.0%. Das Durclischnittvoiumen des Tumors bei den positiven Tieren wurde 
wie folgt bestimmt: 

TagSO 0,48 cm» 

Tag 60 0,77 cm» 

tag 70 0,93 cm» . 



Die erfindung^emaBen Peptide bewirken also, eine signifikante Hemmung der malignen 
Erkrankungsrate der Tiere und eine Regression der Tumorentwicklung. 




Patentanspriiche 



1.. Cysteinhaltige Peptide der Struktur 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXQXXCXXXCXCXXXXXXXCXXXXXX 

Oder der struktur . ' 

XXCCXXXXXXXCXXXCXXXXXXXXXCXXXCXCXXXXTXXCXXXXXX 
Oder der Struktur 

xxccxxxxxxxcxxxcxxxxxxxxxxcxxxcxcxxxxxxxxcxxxxxx, 

vvrpbei X unabhSnglg voneinander jede beliebige natOrlich vorkommende Aminosaure 
darstellt. 

2. Cysteinhaltige Peptide nacli Ansprucli 1, wobei die AminosSure an Position 1 K ist. 

3. Cysteinhaltige Peptide nach Anspruch 1 oder 2, wobei die AmihosSure an Position 2 8 
ist. 

4. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
Aminosdure an Position 5 R ist. 

5. Cysteinhaltige Peptide nadn einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
Aminosaure an.Pbsition 6 N ist. 

6. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche. wobei die 
Aminosdure an Position 7 . T ist. 

7. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergehenden. AnsprQche, wobei die 
. Aminosdure an Position 8. List. 

8. Cysteinhaltige Peptide .nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
Aminosaure an .Position 10 R Ist. 

9. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
Aminosaure an Position 1 1 N ist. 



10. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
Aminosaui:e an Position 13 Y ist. 



11. Cysteinhaitige Peptide nach einem der vorliergehenden AnsprQche, wobei die 
Aminosiure an Position 17 R ist. 

12. Cysteinlnaltige Peptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die 
AminosSure ah Position 20 Q ist. 

• 13. Cysteinhaltige Peptide nach einem der vorhergehenden AnsprQche, n§mlich 

I^SCCRNTLGRNCYNGQRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-A), 
KSCCRNTLGRNCYNACRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-B1 ), 
KSCCRNTLARNCYNACRFTGGSQPTCGRLCDCIHVTTTTCPSSHP5 (He!iethionin-B2). 
KSQCRNTLGRNCYNACRLPGTPQPTCAtLCDCIHVTTPTCPSiSHPR (Hellethionin-B3),- 
KSCCRNTLARNCYIMACRFTGTSQPYCARLCDCiUVTTPTCPSSHPR (Hellethionjn-B4). 
KSCCRNTLARNCYIMACRFTGGSQPTCATLCDCIHVTTPTCPSSHPR (Heilethionin-B5), 
KSCCRNTLARNCYNVCRFGGGSQAYCARFCDCIHVTTSTCPS3HPS (Hellethionin-B6). 
KSCCRNTLGRNCYNACRLTGTSQATCATLCDCIHVTATTCRPPYPS (Heltethionin-C). 
KSCCRNTI-ARNCY|VIACRi=TGGSQPTCGiLCDCIHVTTTTCPSSHPS (Hellethionin-D). 
KSCCRNTLGRNCYAACRLTGLFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPI^THPS (Heilethionin-EI), 
KSCCRNTLGRNCYAACRLTGTFSQEQCARLCDCITVTTPTPCPRTHRS (Heliethionin-E2). 

14. Nulcieinsauresequenz. die eine cysteinhaitige Peptidverbindung nach einem der 
vorhergehenden AnsprQche codieit. 

15. RISIA-Sequenz und Anti-Sense RIMA nach Anspruch 14. 

16. DNA-Sequenz und Anti-Sense DMA nadi Anspruch 14. 

17. Ester-Deriyate, Amid-Derivate,. Halogen-l3erivate. I\/Iethyi-Derivate, Salz-Derivate, 
cydfsche IDerivate und IDerivate mit einem modifizierten RQclcgrat der Peptide nach 
einem der AnsprQche 1 bis 13.' 

18 DNA-Vektor oder DNA-Konstruict, der eine DNA-Sequenz nach Anspruch 16 enthait. 
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19. Mpnoiddnale AntikSrper gerichtet gegen ein Epitop der. cysteinhaltigen Peptide nach 
.einem der'AnsprOche 1 bis 13. . • 

t ■ ■ ■ 

20. Verwendung. von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 13, 
Gemlsche dieser cysteinhaltigen Peptide und funlctionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von Krankheiten. 

21. Ven«e,ndung. von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprDche 1 bis 13, 
Gemlsche dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von durch Pathogene vemrsachten Krankheiten. 

.... " » 

) 

22. Venwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 13, 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von durch Bakterien, Fungi oder N^ren vemrsachten Krankheiten. 

23. Venwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 13, 
Gemische dieser cysteinhaltigen Pejstide und funktionelle Derivate dieser Peptide ziir 
Behandlung von Krankheiten bel Mensch und Tier, insbesondere bei Pferden. 

24. Venwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 13. 
Gemlsche dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von Krankheiten. die durch fehlerhafte Bioreguiation des Immunsystems 
verursacht sind oder von einer fehleriiaften Bioreguiation des Immunsystems begleitet 
werden. 

25. Venwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 13, 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide und funktionejle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von Autoimmunkrankheiten. 

26. Venwendung von cysteinhaltigen PepOden nach einem der AnsprQche 1 bis 13. 
Gemlsche dieser cyjBtelnhaltigen Peptide und funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von Krebserkrankungen. 

27. Venwendung von cysteinhaltigen Peptiden nach einem der AnsprQche 1 bis 13, 
Gemische dieser cysteinhaltigen Peptide uhd funktionelle Derivate dieser Peptide zur 
Behandlung von AIDS. 
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. 28. Pharmazeutische Zubereitung" umfassend ein oder mehrere cysteinhaitige Peptide 
nach den AnsprQchen 1 bis 13 und/oder funktionelle Deiivate dieser Peptide: 

29. Piiarmazeutische Zijberejtung nach Ansprucln 28, umfassend ein Oder mehrere 
cysteinhaitige Peptide nach den AnsprQchen 1 bis 13 und/oder funktionelle Derivate 
dieser Peptide und wenlgstens ein Kohlensubdxid-Derivat. 

30. Cysteinhaitige Peptide nach einem der Ansprilche 1 bis 13. Gemische dieser 
cysteinhaltlgen Peptide, funktionelle Derivate diteser Peptide und/oder pharmazeutisch 
akzeptable. Saize dieser cysteinhaltlgen Peptide zur Herstellung einer 
pharmazeutlschen Formullemng fbr die Behandiung von Krankheiten. 

31. Cysteinhaitige Peptide nach einem der Ansprilche 1 bis 13. Gemische dieser 
cysteinhaltlgen Peptide, funktionelle Derivate dieser Peptide und/oder pharmazeutisch 
akzeptable SaIze dieser cysteinhaltigen Peptkle zur Herstellung einer 
pliarrhazeutischen Formulierung fOr die Behandiung von durch Pathogenen 
veriirsachten Krankheiten: 

32. Cysteinhaitige Peptide nach einem der AnsprQche 1 bis 13, Gemische dieser 
cysteinhaltigen Peptide. funktioneHe Derivate dieser Peptide und/oder pharrhazeutisch 
akzeptable Seize dieser cysteinhaltigen F^eptide 2ajr Hei^ellung einer 
phamiazeutischen Fomiulierung fDr die Prophylaxe und/oder Behandiung von Krebs. 

33. Cysteinhaitige Peptide nach einem der AnsprOche 1 bis 13. Gemische dieser 
cysteinhaltigen Peptide, funktionelle Derivate dieser Peptide und/oder pharmazeutisch 
akzeptable Saize dieser cysteinhaltigen Peptide zur Herstellung einer 
phamiazeutischen Fomiulierung fDr die Prophylaxe und/oder Behandiung von Krebs. 
wobei es sich bei dem Krebs urn einen Krebs ausgewahit aus der Gmppe bestehend 
aus Blasenkrebs. Brustkrebs. Krebs des zentraien Nen/ensystems. DickdarnikiBbs, 
Magenkrebs. Lungenkrebs. Haiitkrebs. Kopf- und Nackenkrebs, EierstocktaBbs! 
Gebarmutterhalskrebs. Glioblastomkrebs. Prx?statakrebs. Hodenkrebs. Leukamie, 
Lebericrebs. Nlerenkrebs und Epithel-Krebsarten handelt 

« 

34. Arzneimittel. enthaltend . ein pder mehrere cysteinhaitige Peptide nach den 
Ansprachen 1 bis 13 und/bder funktionelle Derivate dieser Peptide. 



35. Arzneimittel nach Anspaich 34^ enthalt^nd ein oder mehrere cysteinhaltige Peptide 
nach den Anspruchen 1 bis 13 und/dder funktionelle Derlvate dieser Peptide und 
wenigstens ein Kohlensuboxid-Derivat. 

36. Verfaliren zur Gewihnung. der cysteinhaltigen Peptide nach den AnsprQchen 1 bis 13 
durch Extraktion aus der Pflanze Helleborus species. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei ais erster Schritt des Verfahreins elne Entfettung 

des Pflanzenmaterials unter VenA^endung nicht-polarer Lfisungsmittel erfolgt, 

I 

insbesondere unter VenArendung von tert.-Butylmethylether. 

38. Verfahren zur Ge\Aflnnung der cysteinhaltigen Peptide nach den AnsprQchen 1 bis 13 
durch gentechnologlsche Methoden. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, wobei die Thionln-Gene eines Thionln-produzlerenden 
Getreldes durch die Thibriln-Gene der Pflanze Helleborus species ersetzt werden. 

40. Verfahren zur synthetlschei> Gewinnuhg der cysteinhaltigen Peptide nach den 
AnsprQchen 1 bis 13 und funlclloneller Derlvate dieser Peptide durch Peptid-Synthese. 
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